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Anotace
Fotodynamicka´ terapie (PDT, Photodynamic therapy) je le´cˇebny´ postup vyuzˇ´ıvaj´ıc´ı inter-
akce sveˇtla s fotosenzitivn´ı la´tkou, jej´ımzˇ vy´sledkem je produkce reaktivn´ıch kysl´ıkovy´ch
forem (ROS, Reactive Oxygen Species) a na´sledna´ destrukce oza´rˇeny´ch buneˇk. Jednou z
mozˇny´ch cest vedouc´ıch k optimalizaci le´cˇebny´ch vy´sledk˚u v ra´mci dozimetrie je zacˇleneˇn´ı
fluorescencˇn´ı znacˇky citlive´ na prˇ´ıtomnost reaktivn´ıch kysl´ıkovy´ch forem do ozarˇovane´ ob-
lasti.
C´ılem pra´ce je navrzˇen´ı tka´nˇove´ho modelu umozˇnˇuj´ıc´ıho studium generace reaktivn´ıch
kysl´ıkovy´ch forem s ohledem na osvitove´ podmı´nky a typ fotosenzitivn´ı la´tky zacˇleneˇne´
do tohoto modelu. V prvn´ı fa´zi je provedena charakterizacˇn´ı studie fotochemicky´ch zmeˇn,
k nimzˇ docha´z´ı v ozarˇovane´m vodne´m prostrˇed´ı obsahuj´ıc´ım protoporfyrin IX (PpIX).
Na´sledneˇ jsou vyhodnoceny fluorescencˇn´ı vlastnosti a odezva PpIX inkorporovane´ho do
ozarˇovane´ho modelove´ho syste´mu. V obou prostrˇed´ıch je vyuzˇito vlastnost´ı dihydroethi-
dia jako za´stupce fluorescencˇn´ı sondy citlive´ na prˇ´ıtomnost reaktivn´ıch kysl´ıkovy´ch forem.
Vy´sledky studie provedene´ na vodny´ch roztoc´ıch a ve fluorescencˇn´ım tka´nˇove´m modelu
zachycuj´ı rozd´ılne´ spektra´ln´ı charakteristiky pouzˇity´ch slozˇek ve smyslu stability a citli-
vosti pro osvitove´ a bez osvitove´ podmı´nky. V obou prostrˇed´ıch byl zaznamena´n na´r˚ust
intenzity fluorescence DHE-fotoproduktu v na´vaznosti na vzr˚ustaj´ıc´ı koncentraci PpIX
a zvysˇuj´ıc´ı se sveˇtelnou da´vku. Linea´rn´ı pr˚ubeˇh vza´jemne´ za´vislosti fluorescence PpIX a
signa´lu generovane´ho fotoproduktu byl potvrzen v agaro´zove´m modelove´m prostrˇed´ı pro
n´ızke´ hodnoty opticke´ho vy´konu (1 mW).
Kl´ıcˇova´ slova: Fotodynamicka´ terapie, reaktivn´ı kysl´ıkove´ druhy, PDT dozimetrie, flu-
orescencˇn´ı tka´nˇovy´ model, Dihydroethidium
iii
Annotation
Photodynamic therapy (PDT) is a treatment method exploiting an interaction of light
with photosensitive substance that results in reactive oxygen species (ROS) production
and subsequently in cell destruction. One of the possible ways how to optimize a treat-
ment outcome in a dosimetric manner lies in incorporation of fluorescence probe sensitive
for ROS generation in irradiated area.
The objective of the work is to design a tissue-mimicking model which would enable a
study of the generation of reactive oxygen species with the respect to exposure conditions
and the type of photosensitive substance incorporated in this model. The initial phase
includes performance of the characterization study of photochemical changes occurring
in the irradiated aqueous medium containing protoporphyrin IX ( PpIX ). Subsequently,
the fluorescence response of PpIX incorporated in irradiated model system is evaluated.
In both environments, the properties of dihydroethidium as a representative fluorescent
probe sensitive to the presence of reactive oxygen species were exploited.
The experiments performed in water environment and tissue-simulating phantom show a
different behavior of both substances (PpIX, DHE) specifically in their sensitivity and sta-
bility in response to irradiation and non-irradiation conditions. The presented approach,
i.e. the monitoring of DHE-photoproduct fluorescence intensity in connection with PpIX
photobleaching shows linearity among photobleaching and photoproduct data in case of
low irradiance (1 mW) and agar-basis medium. There was also registered an increase in
fluorescence intensity of photoproduct with increasing PpIX concentration and radiant
exposure for both environmental conditions.
Keywords: Photodynamic therapy, reactive oxygen species, PDT dosimetry, fluorescence
tissue-simulating phantom, Dihydroethidium
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U´vod
Fotodynamicka´ terapie (PDT, Photodynamic therapy) je d´ıky svy´m prˇednostem vy´znam-
ny´m prˇispeˇvatelem v oblasti le´cˇby rakovinny´ch onemocneˇn´ı, kde spolu s chirurgicky´m
prˇ´ıstupem, radioterapi´ı a chemoterapi´ı tvorˇ´ı dnes jizˇ pevny´ za´klad pro le´cˇbu neˇktery´ch
patologicky´ch stav˚u. Du˚lezˇitost fotodynamicke´ terapie potvrzuje i jej´ı uplatneˇn´ı v nena´do-
rove´ terapii. Atraktivita PDT spocˇ´ıva´ v samotne´m funkcˇn´ım principu, kdy je pro destrukci
patogenn´ıch oblast´ı vyuzˇita interakce sveˇtla, fotosenzitivn´ı la´tky a kysl´ıku. Vsˇechny trˇi
slozˇky jsou z hlediska vy´skytu a dostupnosti prˇirozenou soucˇa´st´ı organismu a jeho okol´ı,
tud´ızˇ neprˇedstavuj´ı vy´znamnou za´teˇzˇ v porovna´n´ı s ostatn´ımi le´cˇebny´mi prˇ´ıstupy.
I kdyzˇ bylo v oblasti PDT dozimetrie provedeno velke´ mnozˇstv´ı studi´ı a vznikla cela´
rˇada dozimetricky´ch prˇ´ıstup˚u, umozˇnˇuj´ıc´ıch kvantitativneˇ hodnotit vy´sledky le´cˇby, sta´le
chyb´ı standardizovany´ model, ktery´ by nasˇel uplatneˇn´ı v klinicke´ praxi. Zlepsˇen´ı do-
zimetricky´ch metod vedouc´ıch k optimalizaci le´cˇebny´ch vy´sledk˚u, naprˇ´ıklad z hlediska
urcˇen´ı minima´ln´ı sveˇtelne´ da´vky postacˇuj´ıc´ı k znicˇen´ı patogenn´ı tka´neˇ, lze nale´zt v alter-
nativn´ı metodeˇ monitorova´n´ı produkce reaktivn´ıch kysl´ıkovy´ch forem (ROS). Generaci
ROS, v odezveˇ na osvit, je mozˇne´ zprostrˇedkovaneˇ meˇrˇit pomoc´ı fluorescencˇn´ı sondy,
jej´ızˇ fotofyzika´ln´ı vlastnosti jsou v prˇ´ıtomnosti reaktivn´ıch kysl´ıkovy´ch forem meˇneˇny.
Celkovou signa´ln´ı intenzitu vznikaj´ıc´ıho fotoproduktu lze na´sledneˇ vyuzˇ´ıt jako meˇrˇ´ıtko
dodane´ sveˇtelne´ da´vky s ohledem na koncentraci fotosenzitivn´ı la´tky a kysl´ıku v mı´steˇ
osvitu. Studie vyuzˇ´ıvaj´ıc´ı modelove´ho syste´mu s na´slednou aplikac´ı na buneˇcˇne´ prostrˇed´ı
prˇedstavuje d˚ulezˇity´ na´stroj pro zefektivneˇn´ı u´cˇinnosti le´cˇby. Tka´nˇovy´ model na rozd´ıl
od zˇive´ho prostrˇed´ı umozˇnˇuje prova´deˇt experimenta´ln´ı meˇrˇen´ı v kontrolovane´m a rela-
tivneˇ homogenn´ım prostrˇed´ı. Dı´ky vza´jemne´ prova´zanosti vsˇech trˇ´ı cˇinitel˚u vystupuj´ıc´ıch
v procesu PDT (sveˇtlo, fotosenzitivn´ı la´tka a koncentrace kysl´ıku) lze tyto parametry mo-
difikovat a vy´sledny´ efekt pozorovat na dobrˇe popsane´m syste´mu. Vy´znamnost tka´nˇovy´ch
fantomu˚ spocˇ´ıva´ v mozˇnosti propojen´ı teoreticky´ch model˚u s experimenta´ln´ımi vy´sledky.
Dalˇs´ı vy´hodou je jejich dostupnost, nena´rocˇna´ laboratorn´ı vy´roba a cˇasova´ stabilita oproti
tka´nˇovy´m vzork˚um. [1, 2]
C´ılem pra´ce je navrzˇen´ı tka´nˇove´ho modelu a studium produkce reaktivn´ıch kysl´ıkovy´ch
forem beˇhem osvitu modelu obsahuj´ıc´ıho fotosenzitivn´ı la´tku protoporphyrin IX (PpIX).
Soucˇasneˇ je charakterizova´na fluorescencˇn´ı odezva PpIX zacˇleneˇne´ho do vodne´ho prostrˇed´ı
v na´vaznosti na osvitove´ podmı´nky. V obou syste´mech byla meˇrˇena fluorescence dihyd-
roethidia jako za´stupce fluorescencˇn´ı sondy citlive´ na prˇ´ıtomnost reaktivn´ıch kysl´ıkovy´ch
forem. Pro zajiˇsteˇn´ı hydrogelove´ho prostrˇed´ı byl vytvorˇen fluorescencˇn´ı tka´nˇovy´ model
na agaro´zove´ ba´zi, ktery´ d´ıky obsahu absorbuj´ıc´ı a rozptylove´ slozˇky splnˇoval na´roky
na opticke´ vlastnosti tka´neˇ. Obeˇ prostrˇed´ı umozˇnila studium vlivu r˚uzny´ch osvitovy´ch
sche´mat na generaci reaktivn´ıch kysl´ıkovy´ch forem. Rovneˇzˇ bylo mozˇne´ hodnotit proces
degradace fotosenzitivn´ı la´tky (photobleaching) jako pr˚uvodn´ı jev generace ROS prˇi foto-
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dynamicke´ reakci.
Prˇedlozˇena´ pra´ce je tematicky rozdeˇlena do peˇti odd´ıl˚u. Prvn´ı kapitola zasazuje PDT do
historicke´ho kontextu a prˇiblizˇuje le´cˇebne´ principy interakce sveˇtla, fotosenzitivn´ı la´tky a
kysl´ıku z fyzika´lneˇ chemicke´ho pohledu. Za´veˇr kapitoly prˇina´sˇ´ı na´hled na nove´ smeˇry
ve vy´voji fotosenzitivn´ıch la´tek a zp˚usob˚u jejich interakce s excitacˇn´ımi zdroji, ktere´
za´sadn´ım zp˚usobem rozsˇiˇruj´ı a vylepsˇuj´ı aplikaci PDT. Samostatnou kapitolu tvorˇ´ı oblast
dozimetricky´ch metod. Na´sleduj´ıc´ı kapitoly pra´ce se veˇnuj´ı experimenta´ln´ı fa´zi, ktera´ je
rozdeˇlena do dvou hlavn´ıch cˇa´st´ı. Prvn´ı cˇa´st se veˇnuje detekci reaktivn´ıch kysl´ıkovy´ch
forem ve vodne´m prostrˇed´ı, druha´ pak studuje formaci ROS v agaro´zove´m prostrˇed´ı fluo-
rescencˇn´ıho tka´nˇove´ho modelu. Za´veˇrecˇna´ sekce zahrnuje vyhodnocen´ı vy´sledk˚u z´ıskany´ch
v pr˚ubeˇhu meˇrˇen´ı a diskuzi novy´ch prˇ´ıstup˚u rozv´ıjej´ıc´ıch dosavadn´ı poznatky.
Zvoleny´ postup studia fotochemicky´ch jev˚u nejprve ve vodne´m a na´sledneˇ v agaro´zove´m
prostrˇed´ı, vycha´z´ı ze snahy oveˇrˇit formaci ROS v nejjednodusˇsˇ´ım mozˇne´m syste´mu. Dalˇs´ı
motivac´ı je nalezen´ı optima´ln´ıch podmı´nek (koncentrace pouzˇity´ch sloucˇenin, osvitove´
podmı´nky) pro charakterizaci generace ROS ve slozˇiteˇjˇs´ım, tka´nˇ imituj´ıc´ım modelu.
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Kapitola 1
Fotodynamicka´ terapie
Fotodynamicka´ terapie (PDT, Photodynamic therapy) je le´cˇebny´ postup vyuzˇ´ıvaj´ıc´ı in-
terakce sveˇtla s fotosenzitivn´ı la´tkou (PS, fotosenzibiliza´tor, fotosenzitivn´ı la´tka), jej´ımzˇ
vy´sledkem je destrukce oza´rˇeny´ch buneˇk. Prvn´ı krok vedouc´ı k buneˇcˇne´ smrti zahrnuje
zvy´sˇenou akumulaci PS v patogenn´ıch bunˇka´ch, kde po oza´rˇen´ı sveˇtelny´m zdrojem s
vhodnou emisn´ı charakteristikou (vlnova´ de´lka spada´ do absorpcˇn´ıho spektra pouzˇite´ fo-
tosenzitivn´ı la´tky) docha´z´ı za prˇ´ıtomnosti kysl´ıku ke generaci reaktivn´ıch kysl´ıkovy´ch fo-
rem (ROS, Reactive Oxygen Species). Vzniknuvsˇ´ı reaktivn´ı kysl´ıkove´ formy, zejme´na pak
singletovy´ kysl´ık, maj´ı d´ıky sve´ chemicke´ povaze schopnost vyvolat cytotoxicky´ u´cˇinek.
1.1 PDT v historii
Jizˇ prˇed 3500 lety byla v oblastech Indie a Egypta pouzˇ´ıva´na rostlina Ammi majus L. k
le´cˇbeˇ poruchy kozˇn´ı pigmentace vitiliga. V pozdeˇjˇs´ıch letech byla z te´to rostliny izolova´na
u´cˇinna´ la´tka psoralen, ktera´ v kombinaci s UVA vykazuje terapeuticky´ efekt, tzv. PUVA
terapie (psoralen + UVA). [3] Vybrane´ historicke´ miln´ıky ve vy´zkumu le´cˇebny´ch u´cˇink˚u
sveˇtla v kombinaci se sloucˇeninami citlivy´mi na sveˇtlo jsou uvedeny na obra´zku 1.1.
Obra´zek 1.1: Vy´znamne´ uda´losti v historicke´m vy´voji fotodynamicke´ terapie. Prˇevzato a
upraveno z [4].
3
1.2 Mechanismus fotodynamicke´ho p˚usoben´ı
Vy´sledny´ fotodynamicky´ efekt na buneˇcˇne´ a tka´nˇove´ u´rovni je ovlivneˇn mnoha vza´jemneˇ
se ovlivnˇuj´ıc´ımi faktory. Mezi rozhoduj´ıc´ı cˇinitele patrˇ´ı typ fotosenzitivn´ı la´tky, jej´ı extra
a intracelula´rn´ı lokalizace a vy´sledna´ koncentrace v patogenn´ı tka´ni za´visej´ıc´ı na podane´
da´vce a akumulaci v cˇase od poda´n´ı (DLI, Drug-Light Interval). Dalˇs´ı d˚ulezˇitou roli hraje
celkova´ sveˇtelna´ da´vka (J/m2), za´rˇiva´ energie zdroje (W) a koncentrace kysl´ıku v mı´steˇ
osvitu. [4]
Mechanismus fotodynamicke´ho p˚usoben´ı na u´rovni tka´n´ı a vy´sledna´ cytotoxicita je popi-
sova´n pomoc´ı trˇ´ı reakcˇn´ıch typ˚u. V prvn´ım prˇ´ıpadeˇ jde o prˇ´ıme´ p˚usoben´ı PS prostrˇednic-
tv´ım generace reaktivn´ıch kysl´ıkovy´ch forem na bunˇku, ktere´ zp˚usob´ı jej´ı posˇkozen´ı ve-
douc´ı k nekro´ze, apopto´ze nebo autofagii. Druha´ mozˇnost zahrnuje posˇkozen´ı ce´v za´sobu-
j´ıc´ıch patogenn´ı tka´nˇ, cozˇ vede k nedostatecˇne´mu tka´nˇove´mu okyslicˇen´ı. Ce´vn´ı posˇkozen´ı
je vy´znamneˇ ovlivneˇno cˇasem mezi aplikac´ı fotosenzitivn´ı la´tky a sveˇtelnou expozic´ı,
kdy dlouhe´ cˇasove´ prodlevy umozˇnˇuj´ı PS difundovat do na´dorove´ tka´neˇ, a snizˇuj´ı tak
vaskula´rn´ı posˇkozen´ı. Trˇet´ım mechanismem je aktivace imunitn´ı odezvy v˚ucˇi patogenn´ı
tka´ni v d˚usledku za´neˇtlivy´ch zmeˇn vyvolany´ch aplikac´ı PDT. Oba naposled zmı´neˇne´
zp˚usoby jsou rˇazeny do kategorie neprˇ´ıme´ho p˚usoben´ı vedouc´ıho k buneˇcˇne´ smrti. [4]
Hlavn´ım cytotoxicky´m efektorem ve fotodynamicke´m procesu je molekula singletove´ho
kysl´ıku, ktera´ svy´mi oxidativn´ımi vlastnostmi posˇkozuje zejme´na aminokyselinove´ zbytky
v proteinech a DNA. Mı´sto akumulace fotosenzitivn´ı la´tky na subcelula´rn´ı u´rovni je
ovlivneˇno jednak jej´ı chemickou charakteristikou (na´boj, hydrofobicita), tak buneˇcˇnou
lini´ı. [5] Za´porny´ na´boj dvojˇsroubovice DNA uprˇednostnˇuje interakce zejme´na s fotosen-
zitiza´tory maj´ıc´ımi kladneˇ nabite´ postrann´ı rˇeteˇzce, jako je tomu naprˇ´ıklad u molekuly
TMPyP. [6, 7]
V sˇirsˇ´ım pohledu existuje v´ıce mechanismu˚ vedouc´ıch k buneˇcˇne´ smrti, protozˇe akumu-
lace PS uvnitrˇ bunˇky zahrnuje v´ıce celula´rn´ıch podjednotek, jejichzˇ posˇkozen´ı v d˚usledku
tvorby ROS vyvola´va´ odliˇsne´ zmeˇny. Na buneˇcˇne´ u´rovni rozliˇsujeme posˇkozen´ı organel
indukovana´ ROS, ktera´ mohou ve´st k nekro´ze, apopto´ze, nebo k autofagii.
Apopticke´ zmeˇny jsou nejcˇasteˇji vyvola´ny mitochondria´ln´ım posˇkozen´ım, ktere´ vede k
uvolneˇn´ı cytochromu c (Cyt c) a na´sledne´ aktivaci kaspa´zove´ kaska´dy, sˇteˇp´ıc´ı buneˇcˇne´
struktury - proteiny buneˇcˇne´ho skeletu nebo proteiny vyztuzˇuj´ıc´ı jadernou membra´nu.
K apopto´ze mu˚zˇe doj´ıt i na za´kladeˇ aktivace receptor˚u buneˇcˇne´ smrti. Apopticke´ zmeˇny lze
z morfologicke´ho hlediska pozorovat jako fragmentaci DNA, kondenzaci chromatinu a cel-
kove´ buneˇcˇne´ smrsˇteˇn´ı. Vlastnosti zmeˇneˇne´ho buneˇcˇne´ho povrchu zaprˇ´ıcˇin´ı bezprostrˇedn´ı
fagocyto´zu bunˇky, anizˇ by dosˇlo k vylit´ı buneˇcˇne´ho obsahu do okol´ı. [8] Apopticke´ zmeˇny
podporuj´ı zejme´na fotoaktivn´ı sloucˇeniny akumulovane´ v mitochondri´ıch (5-ALA-PpIX)
nebo v endoplazmaticke´m retikulu. [9] Nekro´za je neprˇedv´ıdana´, na´hla´ buneˇcˇna´ smrt
zp˚usobena´ akutn´ım poraneˇn´ım fyzika´ln´ıho nebo chemicke´ho p˚uvodu. Z morfologicke´ho
pohledu se buneˇcˇna´ nekro´za projevuje zveˇtsˇen´ım buneˇcˇne´ho objemu, porusˇen´ım plazma-
ticke´ membra´ny a vylit´ım buneˇcˇne´ho obsahu, cozˇ zp˚usobuje za´neˇtlivou reakci v mı´steˇ
vy´skytu. K buneˇcˇne´ nekro´ze prˇisp´ıvaj´ı fotosenzitivn´ı la´tky lokalizovane´ v lysozomech a
plazmaticke´ membra´neˇ (PpIX). [9, 10, 7] Autofagie je katabolicky´ proces zahrnuj´ıc´ı de-
gradaci posˇkozeny´ch buneˇcˇny´ch organel a protein˚u v lysozomech. K procesu docha´z´ı bez
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ohledu na lokalizaci PS.
To zda dojde k buneˇcˇne´ nekro´ze nebo apopto´ze za´vis´ı na koncentraci fotosenzitivn´ı la´tky a
na sveˇtelne´ da´vce. Mensˇ´ı sveˇtelne´ da´vky vedou k apopticky´m zmeˇna´m, zat´ımco u vysˇsˇ´ıch
koncentrac´ı PS nebo vysˇsˇ´ıch opticky´ch da´vek prˇevazˇuj´ı nekroticke´ zmeˇny. [8] Prˇi zachova´n´ı
celkove´ sveˇtelne´ da´vky, kdy jsou bunˇky vystaveny sveˇtelny´m zdroj˚um o r˚uzny´ch vy´konech,
je mozˇne´ pozorovat prˇevahu apopticky´ch zmeˇn v prˇ´ıpadeˇ nizˇsˇ´ıho vy´konu, oproti nekro-
ticky´m proces˚um vyvolany´m zdrojem o vysˇsˇ´ım vy´konu. [11]
1.3 Nove´ smeˇry ve vy´voji PDT
Le´cˇebny´ rozsah PDT pokry´va´ na´dorova´ i nena´dorova´ onemocneˇn´ı (aktinicka´ kerato´za,
veˇkem podmı´neˇna´ makula´rn´ı degenerace, arterosklero´za, denta´ln´ı infekce), prˇicˇemzˇ limi-
tuj´ıc´ım faktorem byla azˇ doposud nepovrchova´ lokalizace patogenn´ı tka´neˇ, znemozˇnˇuj´ıc´ı
pr˚unik viditelne´ho sveˇtla do hlubsˇ´ıch vrstev teˇla (absorpce veˇtsˇiny PS je v oblasti< 700 nm).
Vyuzˇit´ım endoskop˚u v kombinaci s opticky´mi vla´kny je tento proble´m z cˇa´sti prˇekona´n a
rozsˇiˇruje le´cˇbu i na teˇln´ı dutiny (mocˇovy´ meˇchy´rˇ, pl´ıce, j´ıcen).
Dalˇs´ım perspektivn´ım prˇ´ıstupem k prˇekona´n´ı opticke´ tka´nˇove´ barie´ry pro viditelnou ob-
last spektra je zapojen´ı za´rˇive´ho prˇenosu energie z excitovane´ nanocˇa´stice na molekulu
PS (Nanoparticles – PDT). Excitace nanocˇa´stice je doc´ılena vysokoenergeticky´m typem
za´rˇen´ı naprˇ.: RTG. Nanocˇa´stice s vhodnou emisn´ı charakteristikou (prˇekryv emisn´ıho
spektra nanocˇa´stice s absorpcˇn´ım spektrem PS, viz prˇ´ıklad PpIX jako fotosenzitivn´ı la´tka
a LuAG:Pr jako za´stupce luminiscencˇn´ı nanocˇa´stice na obra´zku 1.2), pak funguje jako
excitacˇn´ı zdroj pro PS.[12]
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Obra´zek 1.2: Normalizovane´ emisn´ı spektrum LuAG:Pr (λex = 2.88 nm) a absorpcˇn´ı
spektrum Protoporphyrinu IX (PpIX). Meˇrˇen´ı fluorescence LuAG:Pr bylo provedeno na
aparaturˇe bl´ızˇe popsane´ v [13], absorpcˇn´ı spektrum roztoku PpIX v ethanolu (10 µM)
bylo meˇrˇeno na spektrofotometru UV-3600 (Shimadzu, Japonsko).
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Kvantove´ tecˇky oproti fluorescencˇn´ım nanocˇa´stic´ım umozˇnˇuj´ı prˇ´ımou i neprˇ´ımou generaci
singletove´ho kysl´ıku pomoc´ı neza´rˇive´ho energeticke´ho prˇenosu (FRET, Fo¨rster resonance
energy transfer). Kvantove´ tecˇky v excitovane´m elektronove´m stavu mohou skrz ener-
geticky´ prˇenos excitovat molekulu PS, ktera´ je na kvantovou tecˇku nava´za´na (neprˇ´ıma´
generace 1O2) nebo prˇ´ımo interagovat s molekulou kysl´ıku. [14, 15]
Vyuzˇit´ı vlastnost´ı up-konvertuj´ıc´ıch nanocˇa´stic (UCN, Upconversion nanoparticles), kdy
po excitaci docha´z´ı ke generaci sveˇtla o kratsˇ´ı vlnove´ de´lce nezˇ je excitacˇn´ı, umozˇnˇuje gene-
rovat 1O2 v hlubsˇ´ıch tka´nˇovy´ch oblastech. UCN, obvykle lanthanoidy dopovane´ nanocˇa´stice
(Y2O3:Er,Yb) s nava´zanou fotosenzitivn´ı la´tkou, lze excitovat naprˇ´ıklad laserem v bl´ızke´
infracˇervene´ oblasti (absorpcˇn´ı koeficient hlavn´ıch tka´nˇovy´ch chromofor˚u je pro oblast
NIR nizˇsˇ´ı – oblast tka´nˇove´ho opticke´ho okna 700 – 1000 nm), kdy na´slednou emis´ı v
oblasti VIS je excitova´na fotosenzitivn´ı la´tka a generova´n 1O2. [16, 17]
Vy´sˇe zmı´neˇne´ prˇ´ıstupy umozˇnˇuj´ı rozsˇ´ıˇren´ı PDT na hluboko lokalizovana´ lozˇiska patogenn´ı
tka´neˇ, kam viditelna´ spektra´ln´ı oblast nepronikne. Nav´ıc lze neˇktere´ postupy uplatnit
v kombinaci s konvencˇn´ı radioterapi´ı, kdy je mozˇne´ sn´ızˇit radiacˇn´ı da´vku v d˚usledku
podp˚urne´ho p˚usoben´ı PDT v mı´steˇ na´dor˚u. [18] Schematicke´ zna´zorneˇn´ı generace single-
tove´ho kysl´ıku s vyuzˇit´ım kvantovy´ch tecˇek, luminiscencˇn´ıch nanocˇa´stic a up-konvertuj´ı-
c´ıch nanocˇa´stic pro metodu PDT je zachyceno na obra´zku 1.3.
V oblasti vy´voje fotosenzitivn´ıch la´tek je snahou posouvat jejich absorpcˇn´ı vlastnosti
do bl´ızke´ infracˇervene´ spektra´ln´ı oblasti (> 700 nm) v d˚usledku vysˇsˇ´ı pronikavosti do
tka´n´ı. Pro fotosenzitivn´ı la´tky s absorpc´ı v kratsˇ´ıch vlnovy´ch de´lka´ch je mozˇne´ vyuzˇ´ıt
dvou-fotonove´ excitace v infracˇervene´ oblasti, ktera´ vsˇak klade na´roky na fotosenzitivn´ı
la´tku z hlediska u´cˇinnosti dvou-fotonove´ absorpce. Kromeˇ mozˇnosti hloubkoveˇ aktivovat
PS, prˇina´sˇ´ı koncept dvou-fotonove´ excitace vy´hodu v prˇesneˇ lokalizovane´m excitacˇn´ım
objemu, kdy k aktivaci docha´z´ı ve foka´ln´ım objemu excitacˇn´ıho paprsku. Dosazˇenou pro-
storovou prˇesnost´ı je mozˇne´ sn´ızˇit na´roky na akumulacˇn´ı selektivitu fotosenzitivn´ı la´tky.
Noveˇ vyvinute´ fotosenzitivn´ı la´tky s vysokou u´cˇinnost´ı dvou-fotonove´ absorpce, jaky´mi
jsou naprˇ´ıklad konjugovane´ porfyrinove´ dimery, byly zkouma´ny v in vivo podmı´nka´ch na
mysˇ´ım modelu v postupu vedouc´ımu k selektivn´ımu uza´veˇru ce´vn´ıho u´seku. [19]
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Obra´zek 1.3: Schematicke´ zna´zorneˇn´ı vyuzˇit´ı kvantovy´ch tecˇek (QD) – I, luminiscencˇn´ıch
nanocˇa´stic (NP) – II a up-konvertuj´ıc´ıch nanocˇa´stic (UCN) – III, ke generaci singletove´ho
kysl´ıku (1O2). PS, fotosenzitivn´ı la´tka (za´kladn´ı stav);
∗, excitovany´ stav; RET, rezonancˇn´ı
prˇenos energie (Resonance Energy Transfer); ET, prˇenos energie (Energy Transfer); ISC,
mezisyste´movy´ prˇechod (InterSystem Crossing). Upraveno z [20].
1.3.1 Dopravn´ıkove´ syste´my fotosenzitivn´ıch la´tek
Cela´ rˇada fotosenzitivn´ıch la´tek vykazuje ve vodne´m prostrˇed´ı hydrofobn´ı vlastnosti, ktere´
se projevuj´ı tvorbou agrega´t˚u. Samozha´sˇen´ı excitovany´ch agrega´t˚u snizˇuje kvantovy´ vy´-
teˇzˇek delta kysl´ıku a odezva na´dorove´ tka´neˇ na oza´rˇen´ı je tak nizˇsˇ´ı. Z d˚uvod˚u prˇekona´n´ı
teˇchto obt´ızˇ´ı je vy´voj syste´mu˚ pro zlepsˇen´ı dorucˇen´ı fotosenzitivn´ıch la´tek do c´ılove´ oblasti
za´sadn´ı. Mezi dopravn´ıkove´ syste´my (PS – vektor), ktere´ funguj´ı jako nosicˇe fotosenzi-
tivn´ıch la´tek a jsou za t´ımto u´cˇelem zkouma´ny, patrˇ´ı liposomy (vesikly tvorˇene´ fosfolipi-
dovou dvojvrstvou), polymern´ı nanocˇa´stice a polymern´ı micely. [21, 22]
Dalˇs´ı motivac´ı ve vy´voji syste´mu˚ PS – vektor je zvy´sˇen´ı akumulacˇn´ı specificity v oblasti
na´doru (Tumor site-specific PDT), ktera´ snizˇuje ohrozˇen´ı zdravy´ch buneˇk na minimum.
Vy´znamny´m prˇ´ınosem na tomto poli jsou aktivovatelne´ fotosenzitivn´ı la´tky (Activatable
Photosensitisers), ktere´ vyuzˇ´ıvaj´ı chemicke´ho spojen´ı PS a regulacˇn´ı molekuly (regula´tor).
V obeˇhove´m syste´mu se nava´zana´ molekula fotosenzitivn´ı la´tky vyskytuje v latentn´ı (ne-
aktivn´ı) formeˇ. Fotodynamicky neaktivn´ı stav prˇecha´z´ı v aktivn´ı azˇ v na´dorove´ tka´ni,
pote´ co je rozsˇteˇpena vazba PS – regula´tor, a to pomoc´ı endogenn´ıch stimul˚u charak-
teristicky´ch pro na´dor – n´ızke´ pH, enzymaticka´ aktivace. Jako prˇ´ıklad lze uve´st vazbu
hydrofobn´ı fotosenzitivn´ı la´tky (PpIX) s hydrofiln´ı polymern´ı molekulou (prˇ´ırodn´ı po-
lysacharidy) viz obra´zek 1.4, kdy se ve vodne´m prostrˇed´ı vytvorˇ´ı struktura zp˚usobuj´ıc´ı
shlukova´n´ı molekul PS vedouc´ı k samozha´sˇen´ı excitovany´ch stav˚u. Znovuobnoven´ı foto-
aktivity nasta´va´ azˇ v na´doru, kde dojde k rozrusˇen´ı polymern´ı vazby a na´sledne´ separaci
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jednotlivy´ch molekul fotosenzitivn´ı la´tky, cˇ´ımzˇ je obnovena schopnost tvorby delta kysl´ıku
po excitaci PS. [23, 24]
Obra´zek 1.4: Vazba protoporfyrinu IX s molekulou glykol chitosanu (PpIX-GC) – A,
vedouc´ı k tvorbeˇ samozha´sˇec´ıho komplexu (neaktivn´ı stav) s nemozˇnost´ı fotosenzitizovane´
reakce po dobu trva´n´ı vazby – B. Prˇevzato a upraveno z [23, 22].
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Kapitola 2
Reaktivn´ı kysl´ıkove´ formy
Reaktivn´ı kysl´ıkove´ formy (ROS, Reactive Oxygen Species) jsou chemicky pozmeˇneˇne´
molekuly, ktere´ mohou vznikat naprˇ´ıklad fotosenzitizovanou reakc´ı prvn´ıho nebo druhe´ho
typu. [25] Mechanismus jednotlivy´ch reakc´ı je bl´ızˇe popsa´n v na´sleduj´ıc´ı kapitole.
2.1 Tvorba reaktivn´ıch kysl´ıkovy´ch forem
Deaktivacˇn´ı proces (zha´sˇen´ı) tripletn´ıho stavu molekuly senzitiza´toru, vedouc´ı ke vzniku
reaktivn´ıch kysl´ıkovy´ch forem, lze rozdeˇlit do dvou skupin. Prvn´ı reakcˇn´ı typ (Typ I)
spocˇ´ıva´ v prˇenosu elektronu nebo vod´ıkove´ho atomu mezi excitovanou molekulou fotosen-
zitivn´ı la´tky v tripletn´ım stavu a substra´tem (naprˇ.: buneˇcˇne´ organely, jine´ molekuly),
cozˇ vede k tvorbeˇ volny´ch aniontovy´ch nebo kationtovy´ch radika´l˚u, naprˇ´ıklad super-
oxid˚u (O.−2 ). Vytvorˇene´ radika´love´ molekuly mohou na´sledneˇ interagovat s molekulou
kysl´ıku a produkovat dalˇs´ı reaktivn´ı kysl´ıkove´ formy. Druhy´ typ reakce (Typ II) zahrnuje
energeticky´ prˇenos mezi excitovanou molekulou fotosenzitivn´ı la´tky v tripletn´ım stavu a
molekulou kysl´ıku viz kapitola 2.2, ktery´ vede k tvorbeˇ singletove´ho kysl´ıku. Zjednodusˇene´
sche´ma reakcˇn´ıch mechanismu˚ vedouc´ıch k tvorbeˇ ROS je zna´zorneˇno na obra´zku 2.1. [5]
Obra´zek 2.1: Graficke´ zna´zorneˇn´ı fotofyzika´ln´ıch a fotochemicky´ch zmeˇn u´cˇastn´ıc´ıch se
fotodynamicke´ho procesu a na´sleduj´ıc´ıch chemicky´ch reakc´ı. H2O2, peroxid vod´ıku; O2
(1∆g), singletovy´ kysl´ık (excitovany´ stav); O2 (
3Σ−g ), tripletn´ı kysl´ık (za´kladn´ı stav);
O.−2 , superoxidovy´ anion; OH
., hydroxilovy´ radika´l; SOD, superoxid dismuta´za; X−/+
anion/kation molekula; X ., radika´lova´ molekula. Prˇevzato a upraveno z [26]
Typ a vy´teˇzˇnost fotodynamicky generovany´ch kysl´ıkovy´ch forem je znacˇneˇ ovlivneˇna
bezprostrˇedn´ım okol´ı senzibiliza´toru, jak bylo proka´za´no ve studii [27]. Prˇevla´daj´ıc´ım
reakcˇn´ım typem tripletn´ıho stavu fotosenzitivn´ı la´tky s okol´ım je energeticky´ prˇenos, ve-
douc´ı ke vzniku singletove´ho kysl´ıku, ktery´ vsˇak mu˚zˇe by´t v prˇ´ıpadeˇ n´ızke´ koncentrace
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kysl´ıku nahrazen prvn´ım reakcˇn´ım typem. [28] Generace singletove´ho kysl´ıku prostrˇednic-
tv´ım energeticke´ho prˇenosu je uskutecˇnitelna´ pouze u typ˚u fotosenzitivn´ıch la´tek, jejichzˇ
energeticky´ rozd´ıl mezi za´kladn´ım a excitovany´m tripletn´ım stavem je vysˇsˇ´ı, nezˇ je energie
potrˇebna´ k excitaci kysl´ıku (94 kJ/mol).
2.2 Singletovy´ kysl´ık
Singletovy´ kysl´ık (1O2) respektive jeho stabilneˇjˇs´ı forma (
1∆g, delta kysl´ık) je excitovanou
molekulou za´kladn´ıho tripletove´ho stavu molekula´rn´ıho kysl´ıku, ktera´ je hlavn´ım cytoto-
xicky´m cˇinitelem vystupuj´ıc´ım v procesu PDT. V za´kladn´ım stavu (3Σ−g ) ma´ molekula
kysl´ıku v nejvysˇsˇ´ım antivazebne´m orbitalu dva nepa´rove´ elektrony s paraleln´ımi spiny,
tzn. spinova´ multiplicita je 3 (triplet) a jej´ı reaktivita s veˇtsˇinou okoln´ıch la´tek, prˇeva´zˇneˇ
v singletovy´ch stavech, je omezena (spinovy´ za´kaz). Reaktivita excitovane´ kysl´ıkove´ formy
(1∆g) se odv´ıj´ı od elektronove´ho obsazen´ı orbital˚u. Singletova´ forma kysl´ıku obcha´z´ı Hun-
dovo pravidlo o obsazova´n´ı degenerovany´ch orbital˚u a ve sve´m excitovane´m stavu ma´
vsˇechny elektrony spa´rova´ny, tzn. spinova´ multiplicita je 1 (singlet) a reakce s okoln´ımi
la´tkami je spinoveˇ dovolena. [6] Sche´ma molekula´rn´ıch orbital˚u jednotlivy´ch kysl´ıkovy´ch
forem je na obra´zku 2.2.
Obra´zek 2.2: Sche´ma molekula´rn´ıch orbital˚u tripletn´ıho kysl´ıku – kysl´ık v za´kladn´ım stavu
(vlevo), singletove´ho kysl´ıku s nizˇsˇ´ı (uprostrˇed) a vysˇsˇ´ı energi´ı (vpravo). Upraveno z [29].
Tvorba singletove´ho kysl´ıku spojena´ s fotosenzitizovanou reakc´ı prob´ıha´ neprˇ´ımo pro-
strˇednictv´ım molekuly senzitiza´toru, zjednodusˇene´ sche´ma te´to reakce je na obra´zku 2.3.
Pote´, co senzibiln´ı la´tka v za´kladn´ı stavu S0 (naprˇ. PpIX) absorbuje sveˇtelne´ kvantum, a
dostane se tak do urcˇite´ho excitovane´ho stavu Sx, prˇecha´z´ı na nejnizˇsˇ´ı excitovany´ stav S1
odkud mu˚zˇe procesy vnitrˇn´ı konverze (VK) nebo fluorescencˇn´ım prˇechodem skoncˇit opeˇt
v za´kladn´ım stavu S0. K deaktivaci z S1 mu˚zˇe docha´zet i tzv. mezisyste´movy´m prˇechodem
(MP), kdy se po zmeˇneˇ spinu elektronu dostane fotosenzitivn´ı la´tka do tripletn´ıho stavu.
Zde molekula setrva´ z d˚uvodu spinove´ho za´kazu a mu˚zˇe reagovat se svy´m okol´ım naprˇ´ıklad
s kysl´ıkem v za´kladn´ım (tripletn´ım) stavu. Deaktivac´ı (zha´sˇen´ım v podobeˇ energeticke´ho
prˇenosu) tripletn´ıho stavu PS dojde k vybuzen´ı tripletn´ı molekuly kysl´ıku do jednoho ze
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dvou singletovy´ch stav˚u s odliˇsnou energi´ı (1∆g a
1Σ+g ). Stabilneˇjˇs´ı singletovy´ kysl´ık
1∆g je
energeticky nizˇsˇ´ı formou (94.1 kJ ·mol−1) oproti 1Σ+g (156.9 kJ ·mol−1). Jelikozˇ je prˇechod
mezi 1Σ+g a
1∆g spinoveˇ dovoleny´, nasta´va´ s vysokou pravdeˇpodobnost´ı, a neprˇ´ımo tak
prˇisp´ıva´ k tvorbeˇ 1∆g. [6] U veˇtsˇiny fotosenzitivn´ıch la´tek, jaky´mi jsou naprˇ´ıklad porfyriny
a jejich deriva´ty, je charakteristicka´ vysoka´ vy´teˇzˇnost tripletn´ıho stavu a tud´ızˇ i vy´teˇzˇnost
singletove´ho kysl´ıku (0.3 – 0.8).
Obra´zek 2.3: Jablonskeho diagram zna´zornˇuj´ıc´ı energeticke´ prˇechody, tvorbu singletove´ho
kysl´ıku energeticky´m prˇenosem a za´rˇive´ prˇechody (1) - (3) vyuzˇ´ıvane´ k prˇ´ıme´ detekci
singletove´ho kysl´ıku.
Mimo fotosenzitizovanou reakci je mozˇne´ singletovy´ kysl´ık generovat i fyzika´ln´ım mecha-
nismem aplikace mikrovlnne´ho vy´boje v kysl´ıkove´ atmosfe´rˇe, chemickou cestou prˇi re-
akci chlornanu s peroxidem vod´ıku (chemiluminiscencˇn´ı reakce s emis´ı na 634 nm), nebo
prˇ´ımou excitac´ı molekula´rn´ıho kysl´ıku na vlnove´ de´lce 1270 nm. [30] Doba zˇivota te´to
vysoce reaktivn´ı molekuly je ovlivneˇna okoln´ım prostrˇed´ım a pohybuje se mezi 4 µs ve
vodeˇ azˇ 72 min v plynech. [31] V biologicky´ch syste´mech je doba zˇivota < 0.04 µs, z cˇehozˇ
vyply´va´ i kra´tky´ dosah p˚usobnosti (< 0.02 µm) tud´ızˇ jsou sˇkody j´ım zp˚usobene´ ome-
zeny na mı´sto akumulovane´ fotosenzitivn´ı la´tky. [32, 33] Jedna´ se zejme´na o plazmaticke´
membra´ny a buneˇcˇne´ organely, viz strucˇny´ popis buneˇcˇne´ho p˚usoben´ı v kapitole 1.2. [8]
Prˇesna´ buneˇcˇna´ lokalizace se odv´ıj´ı od charakteristiky fotosenzitivn´ı la´tky, kdy v prˇ´ıpadeˇ
hydrofobn´ı molekuly PpIX byl zaznamena´n vy´skyt v bl´ızkosti plazmaticky´ch membra´n.
[21, 7] Hydrofiln´ı molekuly naproti tomu obt´ızˇneˇ difunduj´ı skrz plazmatickou membra´nu,
do bunˇky se tak mohou dosta´vat endocyto´zou a jejich zvy´sˇena´ akumulace je v cytoplazmeˇ
bunˇky. [5] Aniontove´ substitucˇn´ı skupiny na porfyrinovy´ch makrocyklech neˇktery´ch fo-
tosenzitivn´ıch la´tek, jsou zodpoveˇdne´ za zvy´sˇenou akumulacˇn´ı schopnost v na´doru v
d˚usledku n´ızke´ho pH prostrˇed´ı. [10]
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U´cˇinnost PDT se odv´ıj´ı od efektivity tvorby 1O2. Tvorba delta kysl´ıku je ovlivneˇna ty-
pem fotosenzitivn´ı la´tky a jej´ımi fotofyzika´ln´ımi charakteristikami (vy´teˇzˇnost tripletn´ıch
stav˚u podminˇuj´ıc´ı tvorbu singletove´ho kysl´ıku), rozpousˇteˇdlem (pH, hydrofobicita). [24]
Vy´teˇzˇnost singletove´ho kysl´ıku je v pola´rn´ıch rozpousˇteˇdlech, jaky´m je naprˇ´ıklad voda, o
zhruba polovinu nizˇsˇ´ı, nezˇ je tomu v prˇ´ıpadeˇ nepola´rn´ıch rozpousˇteˇdel, jaky´m je toluen.
Prˇenos na´boje excitovane´ molekuly, vy´razny´ v pola´rn´ıch rozpousˇteˇdlech, prˇedstavuje ne-
gativn´ı deexcitacˇn´ı cestu z tripletn´ıho stavu z hlediska tvorby singletove´ho kysl´ıku, ktera´
je t´ımto zp˚usobem sn´ızˇena. V organicky´ch rozpousˇteˇdlech prˇi pokojove´ teploteˇ je kysl´ık
d´ıky difu´zn´ım proces˚um zastoupen v koncentraci 1–3 × 10−3 M. Koncentrace kysl´ıku v
pola´rn´ıch rozpousˇteˇdlech je o rˇa´d nizˇsˇ´ı, nezˇ je tomu v neˇktery´ch beˇzˇny´ch organicky´ch roz-
pousˇteˇdlech. [34] Koncentrace kysl´ıku v za´kladn´ım stavu je v d˚usledku fotodynamicke´ akce
snizˇova´na. Negativn´ım projevem tohoto jevu mu˚zˇe by´t sn´ızˇena´ odezva na´dorove´ tka´neˇ na
le´cˇbu. Mozˇna´ rˇesˇen´ı spocˇ´ıvaj´ı ve sn´ızˇen´ı opticke´ho vy´konu nebo zapojen´ı frakcionovane´ho
rezˇimu osvitu, kdy je zajiˇsteˇna reoxygenace ozarˇovane´ oblasti.
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Kapitola 3
Dozimetricke´ metody
Existuje v´ıce obt´ızˇneˇ meˇrˇitelny´ch parametr˚u, ktere´ je potrˇeba zna´t pro stanoven´ı u´cˇinne´
sveˇtelne´ da´vky v PDT, tzn. pro vyvola´n´ı cytotoxicke´ho efektu. Obecneˇ se jedna´ o kom-
binaci trˇ´ı nejd˚ulezˇiteˇjˇs´ıch, vza´jemneˇ prova´zany´ch slozˇek, jejichzˇ r˚uzne´ zastoupen´ı ve fo-
todynamicke´m procesu vy´znamneˇ ovlivnˇuje vy´sledny´ terapeuticky´ efekt: kysl´ık, fotosen-
zitivn´ı la´tka a sveˇtelny´ zdroj. [33] Dozimetricke´ metody v PDT lze deˇlit na prˇ´ıme´, ex-
plicitn´ı a implicitn´ı. Explicitn´ı prˇ´ıstup zahrnuje soucˇinnost vsˇech trˇ´ı vza´jemneˇ propo-
jeny´ch promeˇnny´ch – sveˇtlo, koncentrace PS a stupenˇ okyslicˇen´ı. Komplikovanost to-
hoto prˇ´ıstupu vycha´z´ı ze vza´jemne´ prova´zanosti vsˇech trˇ´ı slozˇek, jak je ilustrova´no na
sche´matu 3.1. Z na´kresu vyply´vaj´ı na´sleduj´ıc´ı skutecˇnosti. Prˇi terapeuticke´m oza´rˇen´ı
docha´z´ı v d˚usledku fotodynamicky´ch zmeˇn k degradaci fotosenzitivn´ı la´tky (bleaching PS)
za soucˇasne´ spotrˇeby kysl´ıku (3O2). Spotrˇeba kysl´ıku vede k tka´nˇove´ deoxygenaci, v jej´ımzˇ
d˚usledku se snizˇuje hloubka pr˚uniku sveˇtla (na´r˚ust tka´nˇove´ absorpce). [35]
Sveˇtlo
PS 3O2
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deoxygenace
Spotrˇeba
Spotrˇeba
Sche´ma 3.1. Prˇ´ıklad vza´jemne´ prova´zanosti trˇ´ı hlavn´ıch promeˇnny´ch (sveˇtlo, fotosenzitivn´ı
la´tka – PS, kysl´ık – 3O2) vystupuj´ıc´ıch ve fotodynamicke´m procesu. Prˇevzato a upraveno
z [36].
Implicitn´ı prˇ´ıstup se zameˇrˇuje na jeden parametr, kdy je do vztahu da´n naprˇ´ıklad proces
photobleachingu a koncentrace kysl´ıku, nebo vy´kon sveˇtelne´ho zdroje ve vztahu k tvorbeˇ
delta kysl´ıku. Dı´ky znalosti vza´jemne´ prova´zanosti vsˇech trˇ´ı slozˇek, je mozˇne´ studovat
jejich r˚uzne´ pomeˇrove´ kombinace, s c´ılem zlepsˇit vy´sledny´ terapeuticky´ efekt s co nejvysˇsˇ´ı
mı´rou ochrany zdrave´ tka´neˇ.[37]
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3.1 Prˇ´ıma´ detekce
Jednou z prˇ´ımy´ch fyzika´ln´ıch metod meˇrˇen´ı obou energeticky´ch stav˚u singletove´ho kysl´ıku
je detekce jejich radiacˇn´ıch prˇechod˚u, zejme´na fosforescence 1∆g prˇi 1270 nm (SOLD,
Singlet-oxygen luminescence dosimetry). Dı´ky n´ızke´mu kvantove´mu vy´teˇzˇku fosforescence
a kra´tke´ dobeˇ zˇivota delta kysl´ıku, klade detekce signa´lu velke´ na´roky na prˇ´ıstrojove´
vybaven´ı a jej´ı proveden´ı na tka´nˇove´ u´rovni je obt´ızˇne´. Pokroky v detekcˇn´ıch syste´mech
(fotona´sobicˇe citlive´ v NIR) vedly k mozˇnosti prova´deˇt studie vlivu kumulativn´ı da´vky
1∆g na buneˇcˇne´ a tka´nˇove´ u´rovni v in vitro i in vivo podmı´nka´ch. [38, 39] V in vitro
podmı´nka´ch se lze da´le zameˇrˇit na fluorescencˇn´ı signa´l prˇechodu 1Σ+g A
1∆g prˇi 1925 nm,
nebo fosforescencˇn´ı odezvu prˇechodu 1Σ+g A
3Σ−g prˇi 764 nm. [40] Vybrane´ fluorescencˇn´ı
prˇechody vyuzˇ´ıvane´ k detekci jsou zna´zorneˇny na obra´zku 2.3. Detekce delta kysl´ıku prˇi
1270 nm umozˇnˇuje studium jeho tvorby na buneˇcˇne´ u´rovni. [31]
3.2 Photobleaching fotosenzitivn´ı la´tky
Velka´ skupina fosenzitivn´ıch la´tek vyuzˇ´ıvany´ch ve fotodynamicke´ terapii je na ba´zi por-
fyrin˚u (terapyrrolove´ makrocykly viz obra´zek 3.1), la´tek vykazuj´ıc´ıch zvy´sˇenou citlivost
k fotochemicke´mu odboura´va´n´ı (photobleaching). Na za´kladeˇ prˇedpokladu, zˇe je tento
jev zp˚usoben oxidacˇn´ımi schopnostmi generovany´ch reaktivn´ıch kysl´ıkovy´ch forem, je
mozˇne´ photobleaching vyuzˇ´ıt pro stanoven´ı vy´teˇzˇku 1O2. V kombinaci s buneˇcˇnou ode-
zvou na tvorbu delta kysl´ıku je tento dozimetricky´ prˇ´ıstup u´cˇinnou kvantitativn´ı metodou
(naprˇ´ıklad pro urcˇen´ı prahove´ da´vky delta kysl´ıku). [6]
Obra´zek 3.1: Molekula Protoporfyrinu (PpIX).
Meˇrˇen´ı poklesu intenzity fluorescence beˇhem osvitu patogenn´ı tka´neˇ, ktere´ je vyuzˇ´ıva´no
v dozimetrii, vycha´z´ı z funkcˇn´ıho principu samotne´ho procesu. Vy´choz´ım prˇedpokladem
je skutecˇnost, zˇe reakce vedouc´ı k buneˇcˇne´ smrti beˇhem PDT, tedy generace ROS, je
prˇ´ıcˇinou fotochemicke´ destrukce senzitivn´ı la´tky. Na za´kladeˇ te´to u´vahy byla provedena
cela´ rˇada studi´ı zaby´vaj´ıc´ıch se jevem photobleachingu ve vztahu k PDT. V d˚usledku
oza´rˇen´ı roztoku obsahuj´ıc´ıho fluorofor (naprˇ´ıklad la´tky na ba´zi porfyrin˚u) mu˚zˇe docha´zet
k proces˚um (v za´vislosti na intenziteˇ sveˇtelne´ho zdroje, de´lce osvitu, pH roztoku, koncen-
traci kysl´ıku v roztoku) fotodegradace (photobleaching) a chemicke´ modifikace (tvorba
fotoprodukt˚u naprˇ´ıklad photoprotoporfyrin v roztoku PpIX). V prvn´ım prˇ´ıpadeˇ docha´z´ı
k destrukci porfyrinove´ho makrocyklu, jej´ımzˇ spektra´ln´ım projevem je na´r˚ust absorpce
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ve viditelne´ a UV oblasti spolu s poklesem intenzity fluorescence. Formace fotoprodukt˚u
(porfyrinove´ agrega´ty) v druhe´m prˇ´ıpadeˇ vede ke spektra´ln´ımu posunu a k mozˇne´mu
vzniku novy´ch fluorescencˇn´ıch pa´s˚u teˇchto produkt˚u v emisn´ım spektru. [41] Samotne´
fotoprodukty mohou fungovat jako fotosenzitivn´ı la´tky, a prˇisp´ıvat tak k produkci single-
tove´ho kysl´ıku, cˇ´ımzˇ neprˇ´ımo podporuj´ı proces photobleachingu materˇske´ fotosenzitivn´ı
molekuly. Samy vsˇak vykazuj´ı relativn´ı rezistivitu v˚ucˇi procesu fotodegradace. [42] Sche-
maticke´ zna´zorneˇn´ı procesu fotodegradace a tvorby agregovany´ch forem vlivem p˚usoben´ı
delta kysl´ıku je na obra´zku 3.2.
Obra´zek 3.2: Proces photobleachingu vlivem p˚usoben´ı singletove´ho kysl´ıku na monomern´ı
a agregovanou porphyrinovou strukturu. [41]
Analy´zou spektra´ln´ıch zmeˇn (pokles intenzity fluorescence; posun nebo na´r˚ust v jine´ ob-
lasti absorpcˇn´ıho spektra – viz na´r˚ust absorpce na 670 nm v prˇ´ıpadeˇ PpIX), vyvolany´ch
r˚uznou intenzitou osvitu, lze hodnotit fotostabilitu fluoroforu. Se snizˇuj´ıc´ı se koncent-
rac´ı fotosenzitivn´ı la´tky v roztoku (v d˚usledku fotodestrukce) klesa´ i mnozˇstv´ı produ-
kovane´ho singletn´ıho kysl´ıku. Jestlizˇe je mnozˇstv´ı kysl´ıku v za´kladn´ım stavu vlivem fo-
todynamicky´ch zmeˇn snizˇova´no a nen´ı zajiˇsteˇna zpeˇtna´ reoxygenace roztoku, je proces
fotodegradace omezen. Naopak, docha´z´ı-li k zpeˇtne´ difu´zi kysl´ıku do roztoku, je foto-
degradace pos´ılena. Oba fenome´ny lze porovna´vat prˇi kontinua´ln´ım a frakcionovane´m
osvitu, kdy rozdeˇlen´ı sveˇtelne´ da´vky na u´seky umozˇnˇuje u´cˇinneˇjˇs´ı reoxygenaci mı´sta, a
efekt photobleachingu je tak pos´ılen. [43, 44, 45] Soucˇasneˇ bylo proka´za´no, zˇe nizˇsˇ´ı inten-
zity sveˇtelny´ch zdroj˚u vedou k nizˇsˇ´ı spotrˇebeˇ kysl´ıku, cˇ´ımzˇ je pos´ılen cytotoxicky´ efekt
zejme´na u na´dor˚u, jejichzˇ ce´vn´ı za´soben´ı je oproti zdrave´ tka´ni omezeno a dostupnost
kysl´ıku je tud´ızˇ sn´ızˇena. [46]
Prˇi meˇrˇen´ı photobleachingu fotosenzitivn´ıch la´tek je trˇeba zva´zˇit, zda je tento proces na
kysl´ıku za´visly´ (foto-oxidativn´ı) nebo neza´visly´, kdy k poklesu docha´z´ı i prˇi absenci kysl´ıku
v d˚usledku nevratny´ch reakc´ı excitovany´ch stav˚u fotosenzitivn´ıch la´tek s okol´ım. [47, 48]
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Oveˇrˇit tento jev lze prˇida´n´ım specificke´ho zha´sˇecˇe singletove´ho kysl´ıku jaky´m je NaN3
(azid sodny´) do roztoku, kdy je pozorova´na sn´ızˇena´ produkce fotoprodukt˚u (tzn. nizˇsˇ´ı
fotodegradace). Dalˇs´ı metodou je probubla´n´ı roztoku inertn´ım plynem (N2, Ar), ktera´
vede k vyteˇsneˇn´ı kysl´ıku. [43] Da´le lze vyuzˇ´ıt jako rozpousˇteˇdla na mı´sto vody (H2O)
teˇzˇkou vodu (D2O), v ktere´ je prodlouzˇena´ doba zˇivota delta kysl´ıku a tud´ızˇ podporˇena
fotodegradace. Roztok je mozˇne´ probubla´n´ım kysl´ıkem prosytit, prˇ´ıpadneˇ podle potrˇeby
zvolit takove´ rozpousˇteˇdlo, v ktere´m je rozpustnost kysl´ıku vysˇsˇ´ı nebo nizˇsˇ´ı. [49]
Koncentrace fotosenzitivn´ı la´tky v mı´steˇ osvitu ovlivnˇuje stupenˇ fotodegradace a soucˇasneˇ
i zp˚usob, jaky´m k neˇmu docha´z´ı. Prˇi vysˇsˇ´ıch koncentrac´ıch PS se uplatnˇuje fotochemicka´
degradace vyvolana´ p˚usoben´ım delta kysl´ıku, naopak nizˇsˇ´ı koncentrace fotosenzitivn´ı la´tky
vedou k bleachingu prostrˇednictv´ım interakce tripletn´ıho stavu s okol´ım molekuly. [50]
Photobleaching lze v klinicke´ praxi povazˇovat za negativn´ı jev, ktery´ vede k poklesu
koncentrace fotosenzitivn´ı la´tky, cˇ´ımzˇ je redukova´na tvorba singletove´ho kysl´ıku a tud´ızˇ
docha´z´ı ke sn´ızˇen´ı u´cˇinnosti PDT. V jine´m pohledu je mozˇne´ vyuzˇ´ıt tohoto jevu k dozi-
metricky´m u´cˇel˚um a sledovat intenzitu fluorescence fotosenzitivn´ı la´tky v rea´lne´m cˇase.
V in vivo podmı´nka´ch je proces photobleachingu komplexn´ım deˇjem, ktery´ je ovlivnˇova´n
mnoha faktory, a to jak v bezprostrˇedn´ım okol´ı PS, tak i samotny´m charakterem PS.
3.3 Alternativn´ı dozimetricke´ prˇ´ıstupy
Fluorescencˇn´ı odezva buneˇcˇny´ch chromofor˚u na pr˚ubeˇh PDT, jako ukazatel zˇivotaschop-
nosti bunˇky, se jev´ı jako vhodny´ na´stroj k urcˇen´ı potrˇebne´ expozicˇn´ı da´vky pro vyvola´n´ı
cytotoxicity. Konkre´tn´ım prˇ´ıkladem buneˇcˇne´ho fluoroforu je nikotinamid adenin dinuk-
leotid (NADH), koenzym u´cˇastn´ıc´ı se buneˇcˇne´ho dy´cha´n´ı v mitochondri´ıch, jehozˇ fluo-
rescencˇn´ı signa´l je v d˚usledku mitochondria´ln´ıho posˇkozen´ı redukova´n. Meˇrˇen´ı expozicˇn´ı
da´vky je tud´ızˇ omezeno na signa´ln´ı odezvu NADH. [51] Vaskula´rn´ı zmeˇny vyvolane´ v
d˚usledku fotodynamicke´ho p˚usoben´ı mohou slouzˇit jako dalˇs´ı prˇ´ımy´ ukazatel odezvy na
le´cˇbu, zejme´na v prˇ´ıpadeˇ fotosenzitivn´ıch la´tek c´ıl´ıc´ıch na mikrovaskula´rn´ı na´dorovou s´ıt’.
Vyhodnocen´ı poklesu krevn´ıho pr˚utoku v ce´va´ch v oblasti postizˇene´ tka´neˇ prˇi aplikaci
PDT lze prove´st pomoc´ı difu´zn´ı korelacˇn´ı spektroskopie v bl´ızke´ infracˇervene´ oblasti. [52]
3.4 Detekce vyuzˇ´ıvaj´ıc´ı fluorescencˇn´ıch znacˇek
Pro u´cˇely detekce reaktivn´ıch kysl´ıkovy´ch forem (ROS) v me´di´ıch je vyuzˇ´ıva´no vlastnost´ı
fluorescencˇn´ıch sond (znacˇek), ktere´ v prˇ´ıtomnosti reaktivn´ıch kysl´ıkovy´ch forem meˇn´ı
sve´ fotofyzika´ln´ı vlastnosti. V soucˇasnosti existuje velka´ sˇka´la komercˇneˇ dostupny´ch fluo-
rescencˇn´ıch sond, ktere´ mohou d´ıky sve´ specificiteˇ proka´zat prˇ´ıtomnost konkre´tn´ıho typu
ROS. Produkce kysl´ıkovy´ch forem mu˚zˇe by´t kvantifikova´na monitorova´n´ım zmeˇn ve flu-
orescencˇn´ım spektru dane´ chemicke´ znacˇky jako na´r˚ust signa´ln´ı odezvy jej´ıho reakcˇn´ıho
produktu. Soucˇasneˇ lze tuto odezvu korelovat s u´bytkem intenzity fotosenzitivn´ı la´tky, k
neˇmuzˇ docha´z´ı v d˚usledku tvorby reaktivn´ıch forem kysl´ıku (proces photobleachingu). [37]
Prˇ´ıtomnost reaktivn´ıch kysl´ıkovy´ch forem v roztoc´ıch PpIX a ve fluorescencˇn´ım tka´nˇove´m
modelu byla v experimenta´ln´ı cˇa´sti pra´ce studova´na pomoc´ı dihydroethidia (DHE, Hyd-
roethidiun - HE), jehozˇ blizˇsˇ´ı popis je obsahem kapitoly 4.1.2. Vy´hodou spektra´ln´ıho
meˇrˇen´ı odezvy ozarˇovane´ho syste´mu PpIX + DHE je minima´ln´ı prˇekryv absorpcˇn´ıho pa´su
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PpIX s emisn´ım pa´sem generovane´ho fotoproduktu, d´ıky cˇemuzˇ nen´ı signa´l reakcˇn´ıho pro-
duktu potlacˇen. Na obra´zku 3.3, kde jsou zobrazeny spektra´ln´ı charakteristiky pouzˇity´ch
sloucˇenin je tato vlastnost dobrˇe viditelna´.
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Obra´zek 3.3: Normalizovana´ excitacˇn´ı (λem(PpIX) = 630 nm, (λem(DHE) = 400 nm) a
emisn´ı spektra (λex(PpIX) = 405 nm, λex(DHE) = 350 nm,λex(EOH) = 480 nm) PpIX, DHE
a EOH ve vodny´ch roztoc´ıch (demineralizovana´ voda + < 1 % DMSO). Cˇervena´ znacˇka
odpov´ıda´ emisn´ı vlnove´ de´lce (580 nm) pouzˇ´ıvane´ k detekci vznikaj´ıc´ıho fotoproduktu
(EOH).
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Kapitola 4
Detekce ROS ve vodne´m prostrˇed´ı
Studium generace reaktivn´ıch kysl´ıkovy´ch forem ve vodne´m prostrˇed´ı a na´sledneˇ v aga-
ro´zove´m tka´nˇove´m modelu, kdy oba syste´my obsahuj´ı porfyrinovou fotosenzitivn´ı la´tku
(PpIX) je mozˇne´ prove´st pomoc´ı fluorescencˇn´ı sondy (DHE), jej´ızˇ fotofyzika´ln´ı vlastnosti
jsou v prˇ´ıtomnosti kysl´ıkovy´ch forem meˇneˇny. V experimenta´ln´ım prˇ´ıstupu je vyuzˇito
konverze molekuly dihydroethidia (DHE, Hydroethidium - HE) na molekulu 2 – hyd-
roxyethidia (EOH), viz obra´zek 4.7, vlivem p˚usoben´ı molekuly superoxidu, ktera´ je ge-
nerova´na jako vedlejˇs´ı produkt redukce singletove´ho kysl´ıku. Oxidace dihydroethidia na
2 – hydroxyethidiovy´ kationt je ireverzibiln´ım procesem. [30, 53] Vy´razny´ pod´ıl mole-
kuly superoxidu na buneˇcˇne´ smrti byl proka´za´n ve studii [54], vyuzˇ´ıvaj´ıc´ı ve fotodyna-
micke´m procesu PpIX, jehozˇ tvorba byla podporˇena poda´n´ım 5-ALA. Znalost emisn´ıch
vlastnost´ı oxidovane´ formy dihydroethidia (DHE-fotoprodukt) umozˇnˇuje proveden´ı cˇasoveˇ
rozliˇsene´ studie vy´voje fluorescencˇn´ıho signa´lu fotoproduktu v odezveˇ na fotodynamickou
reakci v ozarˇovane´m prostrˇed´ı. U´bytek fotosenzitivn´ı la´tky (PpIX) v roztoku lze pro-
pojit s na´r˚ustem fluorescencˇn´ıho signa´lu EOH, ktery´ je u´meˇrny´ koncentraci superoxid˚u
v prostrˇed´ı. Dı´ky vlastn´ı fluorescencˇn´ı charakteristice neoxidovane´ formy dihydroethidia
(λex = 350 nm, λem = 400 nm) je mozˇne´ detekovat i u´bytek DHE v pr˚ubeˇhu fotodyna-
micke´ho p˚usoben´ı na syste´m DHE + PpIX.
Tato kapitola je veˇnova´na studiu fluorescencˇn´ı odezvy dihydroethidia v na´vaznosti na
osvit roztok˚u obsahuj´ıc´ıch fotosenzitivn´ı la´tku (PpIX). V u´vodn´ı cˇa´sti jsou prˇedstaveny
chemicke´ sloucˇeniny pouzˇite´ v experimentech, se zameˇrˇen´ım na jejich chemicko-fyzika´ln´ı
vlastnosti. Je uveden popis spektrofluorimetru FluoMax-4 (Horiba, Japonsko) vyuzˇ´ıvane´ho
k charakterizaci soucˇa´st´ı vodny´ch roztok˚u, tka´nˇovy´ch model˚u a k meˇrˇen´ı spektra´ln´ı odezvy
teˇchto syste´mu˚ na osvit. Da´le je uveden postup prˇ´ıpravy vodny´ch roztok˚u s promeˇnnou
koncentrac´ı obou slozˇek (PpIX, DHE). Druha´ polovina kapitoly obsahuje vy´sledky kont-
roln´ıho meˇrˇen´ı provedene´ho na roztoc´ıch obsahuj´ıc´ıch pouze DHE. Tento odd´ıl uzav´ıraj´ı
cˇa´sti studie sleduj´ıc´ı vliv koncentrace PpIX na vy´voj signa´lu fotoproduktu v ozarˇovany´ch
roztoc´ıch s konstantn´ı koncentrac´ı DHE.
4.1 Vlastnosti pouzˇity´ch sloucˇenin
4.1.1 Protoporfyrin IX (PpIX)
Protoporfyrin IX (PpIX) je nejbeˇzˇneˇji v prˇ´ırodeˇ se vyskytuj´ıc´ı porfyrinova´ struktura
sesta´vaj´ıc´ı z hydrofobn´ı cˇa´sti, kterou tvorˇ´ı centra´ln´ı tetrapyrrolovy´ rˇeteˇzec a hydrofiln´ıho
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propionove´ho u´seku, struktura molekuly PpIX je na obra´zku 3.1. Jedna´ se o lipofiln´ı mole-
kulu, ktera´ je metabolicky´m prekurzorem chlorofyl˚u a cytochromu˚, typu hemoglobin. Bi-
valentn´ı povaha prˇedurcˇuje molekulu PpIX umı´steˇnou do vodne´ho prostrˇed´ı k tvorbeˇ mi-
cela´rn´ıch struktur, prˇ´ıpadneˇ vysˇsˇ´ıch agregovany´ch polymern´ıch forem. Typicke´ absorpcˇn´ı
spektrum PpIX sesta´va´ z vy´razne´ho absorpcˇn´ıho maxima okolo 400 nm, tzv. Soretova
pa´su, mensˇ´ı absorpcˇn´ı kapacita spada´ do oblasti tzv. Q-pa´su, kde jsou pozorovatelne´ cˇtyrˇi
peaky v rozmez´ı 500 azˇ 650 nm, jak je patrne´ z obra´zku 4.1. Emise PpIX vyuzˇ´ıvana´ prˇi
fluorescencˇneˇ nava´deˇne´ resekci na´dorovy´ch lozˇisek lezˇ´ı v oblasti 630 a 700 nm. V klinicke´
praxi se produkce PpIX v patogenn´ı tka´ni podporuje vneˇjˇs´ım poda´n´ım 5-aminolevulinove´
kyseliny (ALA) vystupuj´ıc´ı jako prekurzor PpIX.
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Obra´zek 4.1: Celkove´ srovna´n´ı normalizovany´ch excitacˇn´ıch spekter (λem = 620 nm)
PpIX-demineralizovana´ voda, PpIX-agaro´za, PpIX-ethanol a PpIX-tka´nˇovy´ model
(agaro´za, intralipid 1%, inkoust 0.2%).
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Obra´zek 4.2: Celkove´ srovna´n´ı normalizovany´ch emisn´ıch spekter (λex = 405 nm) PpIX-
demineralizovana´ voda, PpIX-agaro´za, PpIX-ethanol, PpIX-demineralizovana´ voda +
Tween (0.1%) a PpIX-tka´nˇovy´ model (agaro´za, intralipid 1%, inkoust 0.2%).
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Molekula PpIX se v roztoku chova´ jako amfotern´ı elektrolyt, to znamena´, zˇe mu˚zˇe vystu-
povat jako donor i akceptor proton˚u. Za´sadite´ vlastnosti prop˚ujcˇuje molekule prˇ´ıtomnost
dvou atomu˚ dus´ıku v pyrrolovy´ch cyklech, ktere´ mohou akceptovat protony. Vlastnosti
kyseliny jsou zajiˇsteˇny dveˇma propionovy´mi rezidui, ktera´ naopak funguj´ı jako protonove´
donory. [55] Dı´ky amfifiln´ımu charakteru je molekula schopna vytva´rˇet mnohocˇetna´ se-
skupen´ı. Tvorba agrega´t˚u ve vodny´ch roztoc´ıch PpIX je silneˇ za´visla´ na pH prostrˇed´ı.
Prˇevaha monomern´ıch forem byla proka´za´na v roztoc´ıch, jejichzˇ pH se nacha´z´ı v rozsahu
0 – 3 (neˇktere´ zdroje uva´d´ı monomern´ı formu PpIX ve vodne´m roztoku pro pH pod 1
[56]), dimery se vyskytuj´ı prˇi pH > 8 a prˇi pH v rozsahu 3 – 7 docha´z´ı k tvorbeˇ vysˇsˇ´ıch
agrega´t˚u typu porfyrinovy´ch dvojvrstev, viz obra´zek 4.3. Supramolekula´rn´ı struktury se
mohou formovat d´ıky tvorbeˇ vod´ıkovy´ch vazeb mezi cˇa´stecˇneˇ neutralizovany´mi karbo-
xylovy´mi postrann´ımi rˇeteˇzci molekuly PpIX ve strˇedn´ıch hodnota´ch pH roztok˚u. [57]
Schopnost samozha´sˇen´ı vytvorˇeny´ch agrega´t˚u vede ke sn´ızˇen´ı kvantove´ho vy´teˇzˇku delta
kysl´ıku, ke zvy´sˇen´ı fotostability fotosenzitivn´ıho komplexu a k sn´ızˇen´ı schopnosti detekce
fluorescencˇn´ıho signa´lu PpIX v roztoku. [58]
(a) (b) (c)
Obra´zek 4.3: Pocˇ´ıtacˇove´ modely struktur agreguj´ıc´ıch molekul Protoporfyrinu IX v
za´vislosti na pH vodne´ho roztoku. a), b) – dimer molekuly PpIX, c) – u´sek protopor-
fyrinove´ dvojvrstvy tvorˇ´ıc´ı 24-mern´ı strukturu. [57]
Dı´ky disociacˇn´ı schopnosti PpIX v kysele´m a za´sadite´m vodne´m prostrˇed´ı je mozˇne´ v ab-
sorpcˇn´ıch spektrech pozorovat na´r˚ust intenzity v oblasti Soretova pa´su v porˇad´ı od pH 3
azˇ 8, pH 12 a pH 1. Tento jev podporuje prˇedpoklad existence monomern´ı formy PpIX v
kysele´m roztoku, agregovane´ formy v neutra´ln´ım vodne´m prostrˇed´ı a dimern´ı struktury
v za´sadity´ch roztoc´ıch. Acˇkoli ma´ molekula schopnost disociovat jak v za´sadite´m, tak v
kysele´m prostrˇed´ı, je vy´skyt monomern´ı formy potvrzen v kysely´ch roztoc´ıch. [56] Proto-
nizace dvou dus´ık˚u v pyrrolovy´ch cyklech, ktere´ jsou soucˇa´st´ı porfyrinove´ho makrocyklu,
u´cˇinneˇji inhibuje vznik dimern´ı formy v kysele´m prostrˇed´ı, nezˇ protonizace dvou propio-
novy´ch rˇeteˇzc˚u v za´sadite´m prostrˇed´ı. Zmeˇna monomern´ı formy na dimern´ı strukturu je
spektra´lneˇ charakterizova´na jako modry´ posun Soretova pa´su, viz obra´zek 4.4. [55, 59]
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Obra´zek 4.4: Normalizovana´ excitacˇn´ı spektra 5 µM roztok˚u PpIX (DMSO < 0.5 %,
destilovana´ voda) λem = 630 nm. Hodnoty emisn´ıch maxim jsou 399 nm pro pH = 11.3 a
403 nm pro pH = 2.4.
V experimentech zacˇlenˇuj´ıc´ıch PpIX do vodny´ch roztok˚u, jsou pro zamezen´ı agregace
pouzˇ´ıva´ny surfaktanty typu polyethylene glycol sorbitan esters (Tween). Minima´ln´ı sig-
na´ln´ı odezva PpIX v roztoku bez prˇ´ıdavku protiagregacˇn´ı slozˇky je demostrova´na na
spektrech obra´zku 4.5, kde prˇi 1 µM koncentraci PpIX je emisn´ı spektrum te´meˇrˇ nede-
tekovatelne´. Protiagregacˇn´ı schopnost vykazuj´ı i fosfolipidy vajecˇne´ho zˇloutku, ktere´ jsou
soucˇa´st´ı Intralipidu, vyuzˇ´ıvane´ho jako rozptylova´ slozˇka tka´nˇovy´ch model˚u obsahuj´ıc´ıch
fotosenzitivn´ı la´tku. [60, 58] Na za´kladeˇ solvofobn´ı teorie, v na´vaznosti na asociacˇn´ı schop-
nost PpIX ve vodeˇ, lze vysveˇtlit pozici emisn´ıho maxima na 634 nm v roztoc´ıch obsa-
huj´ıc´ıch bunˇky nebo Intralipid. [61] V roztoku s obsahem protiagregacˇn´ı slozˇky (surfak-
tant), kde je vysˇsˇ´ı zastoupen´ı monomern´ıch forem PpIX, lze pozorovat cˇerveny´ spektra´ln´ı
posun (634 nm) oproti prostrˇed´ı s vysˇsˇ´ım pod´ılem agregovany´ch forem (620 nm). Agre-
govane´ formy PpIX jsou vzˇdy zastoupeny v roztoc´ıch, prˇicˇemzˇ mı´ra a typ agregace (mo-
nomer/dimer/vysˇsˇ´ı polymern´ı struktura), se odv´ıj´ı od pH a koncentrace PpIX, prˇ´ıpadneˇ
dalˇs´ıch makromolekul. [58] Jelikozˇ jsou biologicke´ syste´my prˇeva´zˇneˇ na ba´zi vodne´ho
prostrˇed´ı, jsou vlastnosti protoporfyrinu ve vodeˇ d˚ulezˇitou charakteristikou.
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Obra´zek 4.5: Fluorescencˇn´ı spektra 1 µM roztok˚u protoporphyrinu IX (PpIX) s prˇ´ıdavkem
Tween (0.1%) a bez prˇidane´ho Tween (0%), λex = 405 nm.
4.1.2 Dihydroethidium (DHE, Hydroethidium, HE)
Dihydroethidium (DHE), jinak oznacˇovane´ jako hydroethidium (HE), je fluorescencˇn´ı
znacˇka vyuzˇ´ıvana´ k detekci reaktivn´ıch kysl´ıkovy´ch forem, se zameˇrˇen´ım na molekulu
superoxidu (tripletn´ı molekula kysl´ıku s nepa´rovy´m elektronem, O.−2 ), acˇkoliv neˇktere´
studie hovorˇ´ı o DHE jako o nespecificke´ znacˇce. [62] V buneˇcˇny´ch syste´mech (buneˇcˇny´
cytosol) je DHE charakterizova´no modrou fluorescenc´ı kdy pote´, co je oxidova´no, nava-
zuje se na DNA a prop˚ujcˇuje buneˇcˇne´mu ja´dru cˇervene´ emisn´ı vlastnosti. V kontaktu s
molekulou superoxidu je DHE oxidova´no na 2- hydroxyethidium (2 − OH − E+, EOH,
cˇervena´ spektra´ln´ı oblast), cˇehozˇ je vyuzˇ´ıva´no k detekci mitochondria´ln´ıch superoxid˚u. [63]
Emise v cˇervene´ spektra´ln´ı oblasti je vlastn´ı obeˇma produkt˚um oxidace hydroethidia, E+
a 2 − OH − E+ (ethidium a 2 – hydroxyethidium), d´ıky cˇemuzˇ docha´z´ı k vza´jemne´mu
spektra´ln´ımu prˇekryvu. Specificka´ fluorescencˇn´ı detekce je d´ıky tomuto fenome´nu obt´ızˇneˇ
proveditelna´, jak je bl´ızˇe rozvedeno v kapitole 4.1.3. DHE je mozˇne´ pro svou vysokou
fotocitlivost oxidovat fotolyticky prˇi oza´rˇen´ı UV sveˇtlem za vzniku 2 − OH − E+ a prˇi
osvitu ve VIS za vzniku E+. Obeˇ reakce jsou podmı´neˇny prˇ´ıtomnost´ı kysl´ıku a posledneˇ
zminˇovana´, da´le prˇ´ıtomnost´ı 2−OH − E+, viz reakcˇn´ı sche´ma 4.1. [64]
DHE + 2-OH-E+
hν−−−−−A
λ>400nm
DHE + (2-OH-E+)∗
O2,H
+ H2O2
E+ + 2-OH-E+
Sche´ma 4.1. Mechanismus fotochemicke´ oxidace dihydroethidia (DHE) na ethidiovy´ kati-
ont (E+) za prˇispeˇn´ı 2-hydroxyethidia (2-OH-E+). [64]
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Je-li tedy vyuzˇito DHE, jako ukazatele generace ROS, v ozarˇovane´m syste´mu (sveˇtelny´
zdroj 405 nm) obsahuj´ıc´ım fotosenzitivn´ı la´tku (PpIX), a v neˇmzˇ docha´z´ı k tvorbeˇ super-
oxidu, reaguj´ıc´ıho s DHE za vzniku 2− OH − E+, je soucˇasneˇ produkova´no i ethidium.
Fluorescencˇn´ı vlastnosti samotne´ho neoxidovane´ho dihydroethidia, excitacˇn´ı vlnova´ de´lka
350 nm a emisn´ı vlnova´ de´lka 400 nm, jsou vyuzˇ´ıva´ny prˇi studiu intracelula´rn´ıho pro-
storu. Absorpcˇn´ı pa´s DHE (pH neutra´ln´ı vodn´ı roztok) lezˇ´ı v oblasti 200 – 400 nm s
maximy prˇi 224, 265 a 345 nm. [62] Acˇkoliv jsou neˇktere´ experimenty prova´deˇny v rezˇimu
spojuj´ıc´ım kontinua´ln´ı osvit vzorku se spektra´ln´ı akvizic´ı hodnot odpov´ıdaj´ıc´ıch molekule
fotoproduktu (λex = 480 nm, λem = 580 nm – hodnoty vlnovy´ch de´lek pouzˇ´ıvane´ pro
analy´zu EOH [53, 65]), je mozˇne´ prove´st detekci fotoproduktu i po ukoncˇen´ı osvitove´
proced˚ury. [66]
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Obra´zek 4.6: Srovna´n´ı normalizovany´ch excitacˇn´ıch – ex (λem = 400 nm) a emisn´ıch –
em spekter (λex = 350 nm) DHE-demineralizovana´ voda, DHE-agaro´za a DHE-tka´nˇovy´
model (agaro´za, intralipid 1%, inkoust 0.2%).
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4.1.3 Ethidium vs. hydroxyethidium
Jak bylo zmı´neˇno vy´sˇe, oxidativn´ı proces molekuly dihydroethidia vede ke vzniku dvou
produkt˚u (E a EOH – ethidium a 2 – hydroxyethidium), viz obra´zek 4.7, prˇicˇemzˇ obeˇ
molekuly vykazuj´ı fluorescencˇn´ı vlastnosti (emisn´ı maxima EOH = 567 nm a E = 610 nm).
Obra´zek 4.7: Reakce molekuly dihydroethidia (DHE) s molekulou superoxidu (O.−2 ) za
vzniku fluorescencˇn´ıho produktu 2 – hydroxyethidia (2-OH-Ethidium) a dvou elektronova´
oxidace DHE za vzniku ethidia (Ethidium). [67]
Vznik molekuly ethidia v na´vaznosti na oxidaci dihydroethidia byl zpochybneˇn ve studii
[68], kde hlavn´ım vy´choz´ım produktem reakce DHE se superoxidy byla molekula 2 – hyd-
roxyethidia, jej´ızˇ spektra´ln´ı vlastnosti jsou λex(max) = 480 nm a λem(max) = 567 nm. [65]
Nen´ı-li vliv prˇekryvu fluorescencˇn´ıch spekter EOH a E redukova´n, nen´ı vyuzˇit´ı fluo-
rescence v cˇervene´ spektra´ln´ı oblasti zreagovane´ formy DHE pro kvantitativn´ı urcˇen´ı for-
mace molekuly superoxidu nejvhodneˇjˇs´ım prˇ´ıstupem. [67] Proble´m spektra´ln´ıho prˇekryvu
obou oxidacˇn´ıch produkt˚u lze cˇa´stecˇneˇ eliminovat zapojen´ım selektivn´ıho emisn´ıho fil-
tru nebo pouzˇit´ım excitacˇn´ı vlnove´ de´lky charakteristicke´ pro dany´ reakcˇn´ı produkt.
Druhy´ prˇ´ıstup detekce je demonstrova´n na obra´zku 4.9. Fluorescencˇn´ı vlastnosti ethi-
dia (E) vyuzˇ´ıvane´ k jeho detekci lezˇ´ı v rozsahu excitacˇn´ıch vlnovy´ch de´lek 500 – 530 nm
a s emisn´ım rozsahem v 600 – 620 nm. [69] Z tohoto d˚uvodu je naprˇ´ıklad emisn´ı spek-
trum sn´ımane´ pro molekulu EOH prˇi excitaci 510 nm znacˇneˇ ovlivneˇno prˇ´ıspeˇvkem mo-
lekuly ethidia, ktera´ vznika´ jako produkt dvou elektronove´ oxidace DHE. Optima´ln´ı ex-
citacˇn´ı vlnova´ de´lka zvolena´ pro detekci samotne´ho EOH je 480 nm, prˇicˇemzˇ emise je
sn´ıma´na na vlnove´ de´lce okolo 580 nm (neˇktere´ zdroje uva´d´ı 567 nm [65, 69]). Tyto
hodnoty vlnovy´ch de´lek byly pouzˇity i pro studium generace ROS v syste´mech PpIX-
DHE-demineralizovana´ voda a PpIX-DHE-agaro´za. Snaha spektra´lneˇ rozliˇsit pod´ıl EOH
na celkove´m fluorescencˇn´ım signa´lu je d˚ulezˇita´ zejme´na proto, zˇe jde o specificky´ produkt
reakce DHE s molekulou superoxidu, jakozˇto za´stupcem reaktivn´ı kysl´ıkove´ molekuly.
Molekula 2 – hydroxyethidia vznikaj´ıc´ı interakc´ı s molekulou superoxidu v ozarˇovane´m
prostrˇed´ı obsahuj´ıc´ım PpIX, vystupuje jako katalyza´tor fotochemicke´ konverze DHE na
ethidium, jak je uvedeno na reakcˇn´ım sche´matu 4.1. Tud´ızˇ potrˇeba odliˇsit spektra´ln´ı
prˇ´ıspeˇvky obou molekul nen´ı v te´to studii kl´ıcˇova´, nebot’ mnozˇstv´ı generovane´ho ethidia
se odv´ıj´ı od koncentracˇn´ıho zastoupen´ı 2−OH −E+. Naopak zvy´sˇen´ı degradace DHE v
ozarˇovane´m roztoku obsahuj´ıc´ım PpIX je vy´razneˇ podporˇeno jak tvorbou 2−OH −E+,
tak jej´ı na´slednou katalytickou funkc´ı prˇi fotochemicke´ konverzi DHE na E+. Ve srovna´n´ı
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cˇasovy´ch vy´voj˚u fluorescence ozarˇovany´ch a neozarˇovany´ch syste´mu˚, obsahuj´ıc´ıch samo-
statne´ DHE a DHE s PpIX, je tento efekt dobrˇe patrny´, jak je dolozˇeno v sekci 4.5.1.
Z teˇchto d˚uvodu je take´ mozˇne´ pozorovat rychly´ dekompozicˇn´ı proces DHE, ktery´ je
vy´znamny´ pro n´ızke´ koncentrace DHE a vysoke´ opticke´ vy´kony, jak se uka´zalo v prove-
deny´ch experimentech. Fotoly´za DHE a na´r˚ust koncentrace ethidia v ozarˇovany´ch vzorc´ıch
(22 mW/cm2, b´ıle´ sveˇtlo λ ≥ 400 nm) byla v prˇ´ıtomnosti 2−OH − E+ rychlejˇs´ı, nezˇ v
syste´mu s absenc´ı 2 – hydroxyethidia, jak dokla´daj´ı experimenty provedene´ v [64]. Z vy´sˇe
uvedene´ho plyne, zˇe acˇkoliv je detekce fotoproduktu molekuly DHE mozˇna´ i v ozarˇovany´ch
roztoc´ıch neobsahuj´ıc´ıch fotosenzitivn´ı la´tku (PpIX), je fotodynamicky´ prˇ´ıspeˇvek PpIX na
tvorbu fotoproduktu 2 - hydroxiethidia/ethidia vy´razneˇ vysˇsˇ´ı.
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Obra´zek 4.8: Srovna´n´ı normalizovany´ch emisn´ıch spekter EOH-agaro´za, EOH-
demineralizovana´ voda a EOH-tka´nˇovy´ model (agaro´za, intralipid 1%, inkoust 0.2%) prˇi
excitaci 480 nm po odecˇtu spektra samotne´ agaro´zy a demineralizovane´ vody.
Obra´zek 4.9: Fluorescencˇn´ı spektra 10 µM ethidia (Eth) a 10 µM 2-hydroxiethidia (2OH-
E) v 100 µl PBS pH 7.4 meˇrˇena´ prˇi excitaci 405 nm a 480 nm. Prˇevzato z [67].
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4.2 Prˇ´ıstrojove´ vybaven´ı
Meˇrˇen´ı spektra´ln´ıch charakteristik vsˇech vzork˚u a na´sledna´ studie generace reaktivn´ıch
kysl´ıkovy´ch forem v ozarˇovany´ch syste´mech byla provedena na fluorescencˇn´ım spektro-
metru FluoroMax-4 (Horiba, Japonsko). Excitacˇn´ım zdrojem spektrometru je xenonova´
vy´bojka (150 W). Prˇ´ıstroj je vybaven dveˇma detektory, referencˇn´ı detektor, ktery´m je
krˇemı´kova´ fotodioda, monitoruje signa´l z xenonove´ vy´bojky. Signa´ln´ım detektorem sn´ı-
maj´ıc´ım signa´l ze vzorku je fotona´sobicˇ (R928P), zjednodusˇene´ sche´ma fluorescencˇn´ıho
spektrometru je na obra´zku 5.1. Korekce meˇrˇene´ho signa´lu ze vzorku (S1) se prova´d´ı
z d˚uvodu omezen´ı vlivu cˇasove´ nestability excitacˇn´ıho zdroje, kdy referencˇn´ı detektor
sn´ıma´ signa´l ze zdroje (R1) a prˇed akvizic´ı je zada´na matematicka´ operace pro korekci –
S1/R1 (tzv. korekce prvn´ıho rˇa´du). Dalˇs´ı mozˇnost´ı je vyuzˇit´ı korekcˇn´ıch soubor˚u, ktery´mi
je na´soben sn´ımany´ signa´l ze vzorku (S1c), kdy prˇi pod´ılu S1c/R1 je provedena korekce
tzv. druhe´ho rˇa´du – “celkova´” korekce. Tato korekce zajiˇst’uje kompenzaci sn´ımane´ho
signa´lu v˚ucˇi soucˇa´stem detekcˇn´ıho syste´mu (excitacˇn´ı zdroj, mrˇ´ızˇky v monochroma´torech,
detektory signa´l˚u), ktere´ mohou ovlivnˇovat spektra´ln´ı meˇrˇen´ı. Celkova´ spektra´ln´ı korekce
dat, sn´ımany´ch syste´mem FluoroMax a da´le pak MicroMax, byla pouzˇita u vsˇech prove-
deny´ch meˇrˇen´ı.
Absorpcˇn´ı spektra roztok˚u byla meˇrˇena pomoc´ı laboratorn´ıho spektrofotometru UV-3600
(Shimadzu, Japonsko).
Roztoky v kyveteˇ byly nejprve ozarˇova´ny pomoc´ı laserove´ diody (100 mW, 405 nm, Blue
Violet Purple Laser Diode Module 12VDC TTL Stage Lighting), ktera´ byla uchycena
soucˇa´stkami od firmy Thorlabs nad stojanem pro kyvetu uvnitrˇ spektrometru, viz fo-
tografie sestavy na obra´zku 4.10. Opticky´ vy´kon sveˇtelny´ch zdroj˚u pouzˇity´ch pro osvit
vodny´ch a agaro´zovy´ch vzork˚u byl meˇrˇen pomoc´ı wattmetru (PM100D, ThorLabs, Velka´
Brita´nie).
Obra´zek 4.10: Fotografie sestavy pouzˇ´ıvane´ pro osvit vodny´ch vzork˚u v krˇemenne´ kyveteˇ.
1 – laserova´ dioda, 2 – stojan pro kyvetu, 3 – vymeˇnitelny´ na´stavec ze spektrometru
FluoroMax-4 (Horiba, Japonsko).
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4.3 Pouzˇite´ roztoky
Pro prˇ´ıpravu za´sobn´ıch roztok˚u dihydroethidia (DHE, Sigma-Aldrich, USA) a protoporfy-
rinu IX (PpIX, Sigma-Aldrich, USA) o prˇiblizˇny´ch koncentrac´ıch 1 mM, byl pouzˇit dime-
thyl sulfoxid (DMSO, Sigma-Aldrich, USA). Na´sledny´m rˇedeˇn´ım za´sobn´ıch roztok˚u demi-
neralizovanou vodou a fosfa´tovy´m pufrem obsahuj´ıc´ı chlorid horˇecˇnaty´ a chlorid va´penaty´
(PBS, Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline, Sigma Aldrich, USA) byly zhotoveny pra-
covn´ı roztoky s promeˇnnou koncentrac´ı PpIX a DHE. Pro odecˇet pozad´ı v absorpcˇn´ıch
a fluorescencˇn´ıch spektrech byl prˇipraven roztok demineralizovane´ vody a dimethylsulfo-
xidu, kde obsah DMSO v slepe´m vzorku byl 1 % vy´sledne´ho objemu. Prˇ´ıprava vzork˚u a
na´sledna´ experimenta´ln´ı meˇrˇen´ı byla prova´deˇna prˇi omezeny´ch sveˇtelny´ch podmı´nka´ch.
Jako protiagregacˇn´ı slozˇka byl do vodny´ch roztok˚u prˇida´n 0.1 % TweenR© 20 (Sigma-
Aldrich, USA).
4.4 Pr˚ubeˇh experiment˚u
V experimenta´ln´ı fa´zi byla provedena se´rie meˇrˇen´ı na vodny´ch roztoc´ıch obsahuj´ıc´ıch fo-
tosenzitivn´ı la´tku PpIX a fluorescencˇn´ı znacˇku DHE. Prvn´ı meˇrˇen´ı bylo provedeno na
roztoc´ıch obsahuj´ıc´ıch pouze dihydroethidium (bez prˇ´ıtomnosti PpIX), kdy byla meˇrˇena
emisn´ı spektra DHE (λex = 350 nm) a EOH (λex = 480 nm) prˇed a v pr˚ubeˇhu osvitu
roztoku v kyveteˇ. Pro posouzen´ı chova´n´ı obou slozˇek roztok˚u byl prˇed zaha´jen´ım osvitu
pracovn´ı roztok rozdeˇlen do dvou krˇemenny´ch kyvet, kdy prvn´ı slouzˇila jako referencˇn´ı
(neozarˇovany´ roztok) a druha´ byla vystavena osvitu (ozarˇovany´ roztok). Sveˇtelny´ zdroj
(laserova´ dioda) pouzˇity´ pro osvit byl umı´steˇn nad kyvetu do prostoru fluorescencˇn´ıho
spektrometru. Opticky´ vy´kon nameˇrˇeny´ na vstupu do prostoru kyvety byl 12 mW.
V druhe´ fa´zi bylo provedeno meˇrˇen´ı na roztoc´ıch obsahuj´ıc´ıch obeˇ slozˇky (PpIX, DHE),
prˇicˇemzˇ koncentrace PpIX v pracovn´ıch roztoc´ıch byla konstantn´ı (5 µM) a koncent-
race DHE byla v rozsahu 10 – 30 µM. Stejneˇ jako v prˇ´ıpadeˇ roztoku obsahuj´ıc´ıho pouze
DHE (bez PpIX), bylo provedeno meˇrˇen´ı emisn´ıch spekter pro jednotlive´ soucˇa´sti roz-
toku – DHE (λex = 350 nm), EOH (λex = 480 nm) a PpIX (λex = 405 nm) – prˇed a v
pr˚ubeˇhu osvitu. Pro osvit byla vyuzˇita laserova´ dioda umı´steˇna´ nad kyvetu do prostoru
fluorescencˇn´ıho spektrometru. Opticky´ vy´kon nameˇrˇeny´ na vstupu do prostoru kyvety byl
12 mW.
Ve trˇet´ım kroku byla meˇrˇena spektra´ln´ı odezva jednotlivy´ch soucˇa´st´ı roztok˚u (PpIX, DHE,
EOH) na osvitove´ podmı´nky, kdy kazˇdy´ roztok obsahoval konstantn´ı pod´ıl DHE (20 µM)
a PpIX v koncentracˇn´ım rozsahu 1 – 10 µM. Excitacˇn´ı vlnove´ de´lky pro meˇrˇen´ı emisn´ıch
spekter sledovany´ch soucˇa´st´ı roztok˚u a osvitove´ podmı´nky byly totozˇne´ s prˇedchoz´ım
krokem. Emisn´ı spektra byla meˇrˇena v minutovy´ch intervalech prˇi celkove´ dobeˇ osvitu
6 minut. Vy´beˇr doby osvitu byl ovlivneˇn vy´vojem signa´lu PpIX, ktery´ po 6 minutove´m
osvitu klesl na minima´ln´ı hodnotu v prˇ´ıpadeˇ 1 µM roztoku. Pro oveˇrˇen´ı vy´voje signa´lu
jednotlivy´ch slozˇek roztok˚u byla emisn´ı spektra zmeˇrˇena i v cˇasove´m odstupu od ukoncˇen´ı
osvitu.
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4.5 Vy´sledky meˇrˇen´ı
Fluorescencˇn´ı spektra PpIX zobrazena´ na obra´zku 4.2 vykazuj´ı ocˇeka´vane´ chova´n´ı z hle-
diska pozice emisn´ıch maxim v za´vislosti na typu prostrˇed´ı. [56] Zacˇleneˇn´ı PpIX do
vodne´ho a agaro´zove´ho prostrˇed´ı, v nichzˇ docha´z´ı k tvorbeˇ agregovany´ch forem vedlo
k posunu emisn´ıho maxima na 622 nm oproti emisn´ım maximu˚m na 632 nm (PpIX v
ethanolu), 633 nm (PpIX v demineralizovane´ vodeˇ s prˇ´ımeˇs´ı 0.1 % Tween) a 635 nm
(PpIX v tka´nˇove´m modelu). Jak bylo zmı´neˇno v kapitole 4.1.1, je jedn´ım z parametr˚u
ovlivnˇuj´ıc´ım fyzikochemika´ln´ı stav PpIX v dane´m syste´mu pH prostrˇed´ı. Pro rozmez´ı pH
hodnot 3 azˇ 11.5 byly zaznamena´ny dva stavy, jejichzˇ emisn´ı maxima odpov´ıdala 620 nm
pro za´sadite´ prostrˇed´ı a 634 nm pro kysele´ prostrˇed´ı. [56] Stejneˇ tak byla preferencˇneˇ
detekova´na prˇ´ıtomnost PpIX s maxima´ln´ı emisn´ı vlnovou de´lkou na 634 nm v roztoc´ıch
obsahuj´ıc´ıch makromolekuly (albuminy a lipidy). [70] Fluorescencˇn´ı spektra dihydroethi-
dia a jeho fotoproduktu, ktera´ jsou zobrazena na obra´zc´ıch 4.6 a 4.8 vykazuj´ı takte´zˇ mı´rny´
posun. Emisn´ı maximum pro prostrˇed´ı DHE-demineralizovana´ voda a DHE-agaro´za lezˇ´ı
na 415 nm a v prˇ´ıpadeˇ DHE-tka´nˇovy´ model (agaro´za, intralipid 1%, inkoust 0.2%) se
nacha´z´ı na 410 nm.
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4.5.1 Fluorescencˇn´ı odezva roztok˚u DHE
Meˇrˇen´ı bylo provedeno na dvou roztoc´ıch obsahuj´ıc´ıch DHE o koncentraci 20 µM, kdy
byla sn´ıma´na fluorescencˇn´ı spektra DHE (λex = 350 nm) a jeho reakcˇn´ıho fotopro-
duktu EOH (λex = 480 nm) v minutovy´ch a na´sledneˇ peˇti minutovy´ch intervalech prˇi
celkove´ dobeˇ osvitu 60 minut. Paralelneˇ byla meˇrˇena spektra pro neozarˇovany´ (refe-
rencˇn´ı) roztok. U´cˇelem meˇrˇen´ı bylo vyloucˇit mozˇne´ p˚usoben´ı jiny´ch vliv˚u, nezˇ produkci
ROS v na´vaznosti na osvitove´ a bez osvitove´ podmı´nky syste´mu˚ DHE-PpIX a na´sledneˇ
DHE-PpIX-tka´nˇovy´ model, ktere´ by mohly prˇisp´ıvat k na´r˚ustu signa´ln´ı odezvy DHE-
fotoproduktu v ozarˇovany´ch vzorc´ıch. Soucˇasneˇ bylo nutne´ porovnat signa´ln´ı odezvu ge-
nerovane´ho fotoproduktu v syste´mech DHE-PpIX-demineralizovana´ voda a DHE-demi-
neralizovana´ voda.
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Obra´zek 4.11: Emisn´ı spektra neozarˇovane´ho (a) a ozarˇovane´ho (b) roztoku dihydroethidia
(DHE, λex = 350 nm).
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Obra´zek 4.12: Emisn´ı spektra 2 – hydroxyethidia (EOH, λex = 480 nm) v neozarˇovane´m
(a) a ozarˇovane´m (b) roztoku dihydroethidia.
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Vy´sledky ukazuj´ı, zˇe prˇi kontinua´ln´ım osvitu roztok˚u obsahuj´ıc´ıch pouze dihydroethi-
dium sveˇtlem o vlnove´ de´lce 405 nm docha´z´ı k foto-oxidaci DHE za vzniku fotoprodukt˚u.
Mı´ra r˚ustu signa´ln´ı odezvy generovany´ch fotoprodukt˚u je vsˇak v tomto prˇ´ıpadeˇ (roztoky
DHE bez PpIX) neˇkolikana´sobneˇ nizˇsˇ´ı, nezˇ odezva v ozarˇovany´ch roztoc´ıch DHE s ob-
sahem PpIX. Z celkove´ho srovna´n´ı cˇasove´ho vy´voje intenzit 2 – hydroxyethidia (EOH)
v grafu (a) obra´zku 4.13 je patrny´ azˇ peˇtina´sobneˇ vysˇsˇ´ı na´r˚ust v intenziteˇ vznikaj´ıc´ıch
reakcˇn´ıch produkt˚u v ozarˇovany´ch roztoc´ıch s obsahem PpIX, oproti referencˇn´ım (ne-
ozarˇovany´m) roztok˚um a roztok˚um bez obsahu PpIX. Jak bylo dolozˇeno v [64] je me-
chanismus foto-oxidace DHE prˇi osvitu ve viditelne´ oblasti spektra vy´razneˇ podporˇen
prˇ´ıtomnost´ı EOH, ktere´ pln´ı katalytickou funkci prˇi dekompozici DHE, viz kapitola 4.1.3.
Prˇ´ıtomnost EOH jakozˇto reakcˇn´ıho produktu DHE s molekulou superoxidu, ktera´ vznika´
redukc´ı singletove´ho kysl´ıku, podminˇuje vznik ethidiove´ho kationtu a prˇisp´ıva´ k degra-
daci DHE. V syste´mech, kde nedocha´z´ı k zvy´sˇene´ produkci reaktivn´ıch kysl´ıkovy´ch forem
(zde roztoky bez fotosenzitivn´ı la´tky) je tud´ızˇ pokles intenzity DHE nizˇsˇ´ı, jak je videˇt v
grafu (b) obra´zku 4.13. Vysˇsˇ´ı citlivost dihydroethidia ve spojitosti s fotolytickou oxidac´ı
v UV oblasti (excitacˇn´ı vlnova´ de´lka 350 nm) podporuje trend poklesu signa´lu DHE v
neozarˇovane´m, referencˇn´ım vzorku, ktery´ je dobrˇe pozorovatelny´ v grafu (a) obra´zku 4.11.
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Obra´zek 4.13: Celkove´ srovna´n´ı cˇasove´ho pr˚ubeˇhu signa´lu fluorescence (a) EOH pro vlno-
vou de´lku 590 nm v neozarˇovane´m a ozarˇovane´m roztoku DHE bez obsahu PpIX (DHE -
PpIX) a s PpIX (DHE + PpIX), spolu s vy´voji intenzit fluorescence (b) DHE pro vlno-
vou de´lku 415 nm v neozarˇovane´m a ozarˇovane´m roztoku DHE bez obsahu PpIX (DHE -
PpIX) a s PpIX (DHE + PpIX). Normalizova´no na maximum emise ozarˇovane´ho roztoku.
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4.5.2 Vliv koncentrace DHE na vy´voj signa´lu fotoproduktu
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Obra´zek 4.14: Emisn´ı spektra jednotlivy´ch soucˇa´st´ı neozarˇovane´ho (a, c, e) a ozarˇovane´ho
(b, d, f) roztoku (10 µM DHE + 5 µM PpIX) – protoporfyrin IX (PpIX, λex = 405 nm),
dihydroethidium (DHE, λex = 350 nm) a 2 – hydroxyethidium (EOH, λex = 480 nm).
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C´ılem meˇrˇen´ı bylo zjistit, zda r˚uzne´ koncentrace dihydroethidia (DHE) v roztoc´ıch s
konstantn´ım pod´ılem fotosenzitivn´ı la´tky (PpIX) ovlivnˇuj´ı vy´voj fluorescencˇn´ıho signa´lu
PpIX a DHE-fotoproduktu. Pro na´zornost je uvedeno pouze meˇrˇen´ı provedene´ na roztoku
10 µM DHE + 5 µM PpIX, cˇasove´ vy´voje intenzit fluorescence pro vsˇechny trˇi roztoky
jsou vyneseny v grafech obra´zku 4.15.
Mı´rny´ na´r˚ust intenzity emise 2 – hydroxyethidia (EOH) byl pozorova´n i v neozarˇovany´ch
roztoc´ıch, viz obra´zek 4.14 (e), kdy v porovna´n´ı s ozarˇovany´mi roztoky byl tento na´r˚ust
minima´ln´ı, jak je videˇt na celkove´m srovna´n´ı vsˇech trˇ´ı roztok˚u v grafech c, f, i obra´zku
4.15. Tento na´r˚ust je v souladu s meˇrˇen´ım provedeny´m v odd´ılu 4.5.1. Prˇ´ıcˇina spocˇ´ıvaj´ıc´ı v
mı´rne´m poklesu intenzity fluorescence PpIX v neozarˇovane´m roztoku, viz obra´zek 4.14 (a),
tkv´ı pravdeˇpodobneˇ ve fotolyticke´m prˇ´ıspeˇvku zvolene´ excitacˇn´ı vlnove´ de´lky 405 nm. V
celkove´m srovna´n´ı vsˇech trˇ´ı roztok˚u byl pr˚umeˇrny´ pokles signa´lu PpIX v ozarˇovane´m
roztoku dvojna´sobneˇ vysˇsˇ´ı nezˇ v referencˇn´ım, neozarˇovane´m roztoku. Pr˚umeˇrna´ hodnota
na´r˚ustu intenzity signa´lu EOH v ozarˇovane´m roztoku byla dvojna´sobna´ v˚ucˇi referencˇn´ımu
roztoku. Na´r˚ust v intenziteˇ fluorescence EOH je tedy u´meˇrny´ koncentraci fotosenzitivn´ı
la´tky (PpIX) a nen´ı ovlivneˇn rozd´ılny´m koncentracˇn´ım zastoupen´ım DHE v jednotlivy´ch
roztoc´ıch. Rozd´ılna´ koncentrace dihydroethidia v roztoc´ıch meˇla vliv zejme´na na rychlost
poklesu intenzity fluorescence DHE. Ovlivneˇn´ı pr˚ubeˇhu fluorescence PpIX, u ktere´ho byl
ve vsˇech roztoc´ıch pozorova´n obdobny´ vy´voj meˇrˇene´ho signa´lu, bylo minima´ln´ı. Stejneˇ
tak vy´voj fluorescence EOH v jednotlivy´ch roztoc´ıch nebyl rozd´ılnou koncentrac´ı DHE
ovlivneˇn. Charakteristickou vlastnost´ı ozarˇovane´ho roztoku PpIX je strmy´ pokles v in-
tenziteˇ fluorescence PpIX v pocˇa´tecˇn´ı osvitove´ fa´zi, zde v prvn´ı minuteˇ osvitu. Tento jev
je prˇipisova´n pocˇa´tecˇn´ı koncentraci kysl´ıku v ozarˇovane´m objemu, ktera´ vsˇak v pr˚ubeˇhu
osvitu klesa´, cˇ´ımzˇ se snizˇuje mozˇnost interakce fotosenzitivn´ı la´tky s molekulou kysl´ıku.
Obdobny´ trend je pozorovatelny´ i v prˇ´ıpadeˇ fluorescencˇn´ı znacˇky, kde prˇ´ıcˇinou strme´ho
poklesu v intenziteˇ fluorescence DHE je takte´zˇ pocˇa´tecˇn´ı maxima´ln´ı koncentrace kysl´ıku
v ozarˇovane´m roztoku. Na´r˚ust nebo pokles fluorescencˇn´ıch signa´l˚u pro jednotlive´ slozˇky
roztok˚u, u nichzˇ byla sn´ıma´na emisn´ı spektra i po ukoncˇen´ı osvitu, nebyl pozorova´n.
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Obra´zek 4.15: Cˇasove´ vy´voje intenzit fluorescence DHE (a, d, g), PpIX (b, e, h) a EOH
(c, f, i) pro vlnove´ de´lky λDHE = 415 nm, λPpIX = 622 nm, λEOH = 590 nm, v ozarˇovany´ch
a neozarˇovany´ch roztoc´ıch PpIX (5 µM) + DHE (10, 20 a 30 µM). Normalizova´no na
maximum emise.
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4.5.3 Vliv koncentrace PpIX na na vy´voj signa´lu fotoproduktu
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Obra´zek 4.16: Emisn´ı spektra (a, c, e) PpIX (λex = 405 nm) a (b, d, f) DHE-fotoproduktu
(EOH, λex = 480 nm) v ozarˇovany´ch roztoc´ıch PpIX+DHE. Spektra byla sn´ımana´ v
minutovy´ch intervalech beˇhem 6 minutove´ho osvitu trˇ´ı roztok˚u s promeˇnnou koncentrac´ı
PpIX (1, 5, 10 µM). Osvitovy´ zdroj 12 mW.
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Obra´zek 4.17: (a) Cˇasove´ vy´voje intenzit fluorescence PpIX a EOH pro emisn´ı vlnove´
de´lky (λPpIX = 622 nm, λEOH = 590 nm) v ozarˇovany´ch roztoc´ıch PpIX (1, 5 a 10 µM) +
DHE (20 µM). Normalizova´no na maximum emise. (b) Vza´jemna´ za´vislost signa´l˚u PpIX
a EOH v ozarˇovany´ch roztoc´ıch PpIX (1, 5 a 10 µM) a DHE (20 µM).
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Obra´zek 4.18: (a) Cˇasove´ vy´voje intenzit fluorescence DHE a EOH pro emisn´ı vlnove´
de´lky (λDHE = 415 nm, λEOH = 590 nm) v ozarˇovany´ch roztoc´ıch PpIX (1, 5 a 10 µM) +
DHE (20 µM). Normalizova´no na maximum emise. (b) Vza´jemna´ za´vislost signa´l˚u DHE
a generovane´ho fotoproduktu (EOH) v ozarˇovany´ch roztoc´ıch PpIX (1, 5 a 10 µM) a
DHE (20 µM).
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V grafu (a) na obra´zku 4.17, zna´zornˇuj´ıc´ım celkovy´ cˇasovy´ vy´voj intenzity fluorescence fo-
toproduktu (EOH) a protoporfyrinu IX v ozarˇovany´ch roztoc´ıch obsahuj´ıc´ıch trˇi rozd´ılne´
koncentrace PpIX, je zrˇetelny´ na´r˚ust v intenziteˇ fluorescence EOH, ktery´ je u´meˇrny´ kon-
centraci fotosenzitivn´ı la´tky (PpIX) v roztoku. Soucˇasneˇ je patrny´ rychlejˇs´ı pokles in-
tenzity signa´lu PpIX v roztoku o n´ızke´ koncentraci PpIX. Vy´razny´ na´r˚ust v intenziteˇ
fluorescence EOH nebyl u kontroln´ıch neozarˇovany´ch roztok˚u obsahuj´ıc´ıch PpIX pozo-
rova´n. Pokles v intenziteˇ fluorescence v d˚usledku osvitu byl zaznamena´n u obou slozˇek
roztoku (DHE, PpIX). Z celkove´ho srovna´n´ı vy´voje intenzit jednotlivy´ch slozˇek plyne
mozˇnost korelovat na´r˚ust intenzity EOH jak s poklesem intenzity PpIX, tak s poklesem
fluorescence DHE, jak je demonstrova´no v grafech (b) obra´zk˚u 4.17 a 4.18. Pro oveˇrˇen´ı
korelace mezi obeˇma signa´ly byla vyuzˇita linea´rn´ı regrese, kde vhodnost korelace urcˇuje
hodnota R2 (koeficient spolehlivosti). V grafu (b) obra´zku 4.17 je videˇt dobra´ vza´jemna´
korelace signa´l˚u pro roztok o vysˇsˇ´ı koncentraci PpIX (10 µM, R2 = 0.94) a naopak pro nizˇsˇ´ı
koncentrace nen´ı linea´rn´ı za´vislost optima´ln´ı (1 µM, R2 = 0.69; 5 µM, R2 = 0.68). Dekom-
pozicˇn´ı proces dihydroethidia v na´vaznosti na tvorbu fotoprodukt˚u dokla´da´ dobra´ linea´rn´ı
korelace pr˚ubeˇh˚u obou signa´lu (DHE, EOH) v grafu (b) obra´zku 4.18, nameˇrˇena´ pro trˇi
ozarˇovane´ roztoky s promeˇnnou koncentrac´ı PpIX (1 µM, R2 = 0.94; 5 µM, R2 = 0.96
a 10 µM, R2 = 0.95). Tento trend podporuje mechanismus fotolyticke´ transformace mo-
lekuly dihydroethidia a vylucˇuje bocˇne´ chemicke´ procesy, ktere´ by mohly ve´st ke sn´ızˇen´ı
koncentrace DHE v syste´mu. Jak bylo uvedeno v odd´ılu 3.2, je pokles intenzity signa´lu
fotosenzitivn´ı la´tky v mı´steˇ osvitu ovlivneˇn jej´ı koncentrac´ı, ktera´ ma´ vliv i na zp˚usob
fotodegradace. Vysˇsˇ´ı koncentrace fotosenzitivn´ı la´tky podminˇuj´ı fotochemickou degradaci
vyvolanou p˚usoben´ım delta kysl´ıku, naopak nizˇsˇ´ı koncentrace vedou k bleachingu interakc´ı
tripletn´ıho stavu fotosenzitivn´ı la´tky s okol´ım molekuly. [50] Pro veˇtsˇinu fotosenzitivn´ıch
la´tek je rychlost poklesu intenzity silneˇ za´visla´ na pocˇa´tecˇn´ı koncentraci, kdy je proces
degradace podporˇen mimo jine´ i noveˇ vznikaj´ıc´ımi fotoprodukty. K meˇrˇen´ı poklesu in-
tenzity fluorescence fotosenzitivn´ı la´tky v roztoc´ıch v odezveˇ na osvitove´ podmı´nky, jsou
prˇednostneˇ voleny vysˇsˇ´ı koncentrace PS. Autorˇi studie [43] zvolili pro meˇrˇen´ı procesu
photobleachingu v nebuneˇcˇne´m prostrˇed´ı (vodne´ roztoky s obsahem PpIX) koncentrace
fotosenzitivn´ı la´tky ≈ 50 mmol/l.
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Kapitola 5
Detekce ROS ve fluorescencˇn´ım
tka´nˇove´m modelu
Fluorescencˇn´ı modely (fantomy) jsou vyuzˇ´ıva´ny zejme´na ve vy´voji spektroskopicky´ch
detekcˇn´ıch syste´mu˚ (nejcˇasteˇji opticke´ vla´knove´ detektory) pro oblast PDT nebo FGS
(Fluorescence guided surgery – Fluorescencˇneˇ nava´deˇna´ chirurgie). Studovany´mi parame-
try jsou detekcˇn´ı mozˇnosti z hlediska geometrie osvitu, pouzˇite´ vlnove´ de´lky z pohledu
hloubky pr˚uniku (modre´ a cˇervene´ sveˇtlo) a vyhodnocen´ı koncentrace fotosenzitivn´ı la´tky
v ra´mci jej´ı heterogenn´ı mı´stn´ı a cˇasove´ redistribuce. [1, 71, 60] Jelikozˇ se jedna´ o prostrˇed´ı
postra´daj´ıc´ı zˇivou buneˇcˇnou slozˇku, u ktere´ by bylo mozˇne´ sledovat odezvu na fotody-
namicky´ proces, pln´ı model pouze optimalizacˇn´ı funkci z hlediska osvitovy´ch podmı´nek
(aplikovany´ opticky´ vy´kon, celkova´ sveˇtelna´ da´vka, koncentrace fotosenzitivn´ı la´tky).
5.1 Slozˇen´ı tka´nˇovy´ch model˚u
Slozˇen´ı tka´nˇove´ho fantomu je znacˇneˇ variabiln´ı a odv´ıj´ı se od u´cˇelu pouzˇit´ı. Jestlizˇe je
model urcˇen ke kalibraci opticky´ch syste´mu˚ a pro srovna´n´ı mezisyste´move´ho nastaven´ı,
jsou s vy´hodou vyuzˇ´ıva´ny cˇasoveˇ stabiln´ı pevnola´tkove´ polymern´ı modely, ktere´ nemus´ı
odpov´ıdat chemicke´mu slozˇen´ı tka´neˇ. Modely na ba´zi kapalin a gel˚u (zˇelatina, agar) maj´ı
svou uzˇitnou hodnotu cˇasoveˇ omezenou, ale jejich prˇ´ınos tkv´ı v mozˇnosti zacˇlenit do jejich
struktury tka´n´ım podobne´ prvky. Model by meˇl idea´lneˇ splnˇovat neˇktere´ z na´sleduj´ıc´ıch
charakteristik: absorpce a rozptyl odpov´ıdaj´ı dane´mu tka´nˇove´mu typu, opticke´ vlast-
nosti odpov´ıdaj´ı tka´ni pro danou vlnovou de´lku, mozˇnost zacˇlenit specificke´ molekuly
(naprˇ´ıklad tka´nˇove´ fluorofory), stabilita v ra´mci doby pouzˇit´ı a vlastnost´ı prostrˇed´ı,
mozˇnost transportu, nena´rocˇnost a n´ızke´ vy´robn´ı na´klady. [2]
Prostrˇed´ı fluorescencˇn´ıho fantomu lze popsat jako cˇtyrˇ slozˇkovy´ syste´m skla´daj´ıc´ı se z
nosne´ho me´dia, fluorescencˇn´ıho prvku, rozptylove´ a absorbuj´ıc´ı slozˇky. Nosne´ me´dium
pokry´va´ sˇka´lu skupenstv´ı, od vodny´ch prostrˇed´ı, prˇes polotuhe´ hydrogely azˇ po pev-
nola´tkove´ struktury. Vodne´ modely jsou me´neˇ vhodnou volbou prˇi zacˇleneˇn´ı hydrofobn´ı
la´tky jakou je naprˇ´ıklad PpIX, ktera´ podle´ha´ agregaci, nebo prˇi studiu procesu photo-
bleachingu. [71] Fantomy na ba´zi hydrogel˚u jsou vhodnou volbou zejme´na pro jejich me-
chanicke´ vlastnosti. Beˇzˇneˇ pouzˇ´ıvany´mi za´stupci hydrogelove´ trˇ´ıdy jsou agar a zˇelatina.
Nejcˇasteˇji vyuzˇ´ıvanou slozˇkou zajiˇst’uj´ıc´ı rozptyl jsou lipidove´ mikrocˇa´stice (intralipid),
dalˇs´ı mozˇnost´ı jsou polymern´ı mikrosfe´ry nebo pra´sˇek oxidu titanicˇite´ho a oxidu hli-
nite´ho. Rozptyluj´ıc´ı slozˇka obvykle zauj´ıma´ me´neˇ nezˇ 1 % celkove´ho objemu. Lipidove´
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mikrocˇa´stice nejveˇrneˇji napodobuj´ı vlastnosti biologicky´ch membra´n. Jako prvek imituj´ıc´ı
absorpcˇn´ı vlastnosti hemoglobinu a melaninu lze v nejjednodusˇsˇ´ım prˇ´ıpadeˇ pouzˇ´ıt inkoust,
potravina´rˇske´ barvivo nebo bovinn´ı krev.
Koncentrace fotosenzitivn´ı la´tky (PpIX) v r˚uzny´ch typech tka´n´ı, jej´ızˇ tvorba byla indu-
kova´na vneˇjˇs´ım poda´n´ım ALA, je znacˇneˇ variabiln´ı. V provedene´ studii [72] byl zjiˇsteˇn
koncentracˇn´ı rozsah PpIX 0 – 28 µM z odebrany´ch vzork˚u mozkove´ na´dorove´ tka´neˇ. Z
tohoto d˚uvodu a pro mozˇnost srovna´n´ı vlivu koncentrace PpIX na tvorbu reaktivn´ıch
kysl´ıkovy´ch forem, byl pro vytvorˇene´ modely zvolen koncentracˇn´ı rozsah pokry´vaj´ıc´ı sˇirsˇ´ı
sˇka´lu (5 - 30 µM). Fluorescencˇn´ı tka´nˇovy´ model vytvorˇeny´ pro tuto pra´ci pln´ı u´cˇeloveˇ
na´sleduj´ıc´ı funkce. Hydrogelova´ struktura (agar) zajiˇst’uje sn´ızˇenou molekula´rn´ı pohybli-
vost, a imituje tak lokalizovanou oblast, ve ktere´ dosˇlo k akumulaci fotosenzitivn´ı la´tky
stejneˇ jako v na´dorove´m lozˇisku. Tato vlastnost umozˇnˇuje prˇi osvitu dane´ho mı´sta pozo-
rovat loka´ln´ı zmeˇny v podobeˇ sn´ızˇen´ı koncentrace fotosenzitivn´ı la´tky a na´r˚ustu signa´lu
vznikaj´ıc´ıho fotoproduktu v d˚usledku osvitu a generace reaktivn´ıch kysl´ıkovy´ch forem. V
experimenta´ln´ı rovineˇ se jedna´ o mezikrok nacha´zej´ıc´ı se mezi meˇrˇen´ım provedeny´m na
vodny´ch roztoc´ıch fotosenzitivn´ı la´tky a buneˇcˇne´m syste´mu s akumulovanou fotosenzi-
tivn´ı la´tkou. Je tud´ızˇ mozˇne´, zˇe fluorescencˇn´ı odezva fotosenzitivn´ı la´tky bude ovlivneˇna
jiny´m mechanismem, nezˇ je tomu u dvou vy´sˇe zmı´neˇny´ch prostrˇed´ı. Tuto odezvu lze na
za´kladeˇ srovna´n´ı jednotlivy´ch syste´mu kvantitativneˇ zhodnotit.
Na´sleduj´ıc´ı cˇa´st zahrnuje popis sveˇtelne´ho zdroje pouzˇite´ho pro osvit agaro´zovy´ch model˚u
ve v´ıce jamkove´m usporˇa´da´n´ı (MWP, Multi Well Plate) a charakteristiku epi-iluminacˇn´ı
spektra´ln´ı akvizice pomoc´ı prˇ´ıstrojove´ho rozsˇ´ıˇren´ı k spektrofluorimetru FluoMax-4 (Ho-
riba, Japonsko). Da´le je uveden postup prˇ´ıpravy tka´nˇovy´ch model˚u s promeˇnny´m zastou-
pen´ım obsahovy´ch slozˇek (PpIX a DHE). V za´veˇru jsou zahrnuty vy´sledky prvotn´ıch
meˇrˇen´ı provedeny´ch na agaro´zovy´ch modelech, ktere´ vedly k nalezen´ı optima´ln´ı kon-
centrace za´kladn´ıch obsahovy´ch komponent v na´vaznosti na detekcˇn´ı schopnost fluo-
rescencˇn´ıho signa´lu a znacˇnou citlivost DHE. Soucˇasneˇ jsou prezentova´ny vy´sledky ex-
perimenta´ln´ıch cˇa´st´ı sleduj´ıc´ıch vliv koncentrace PpIX na vy´voj signa´lu fotoproduktu v
ozarˇovane´m modelu s konstantn´ı koncentrac´ı DHE a vliv intenzity sveˇtelne´ho zdroje na
odezvu generovane´ho fotoproduktu v ra´mci srovna´n´ı aplikovane´ho opticke´ho vy´konu a
celkove´ da´vky.
5.2 Prˇ´ıstrojove´ vybaven´ı
5.2.1 MicroMax 384 Microwell-Plate Reader
Meˇrˇen´ı emisn´ıch spekter agaro´zovy´ch model˚u bylo provedeno s vyuzˇit´ım MicroMax 384
Microwell-Plate Reader (Horiba, Japonsko) umozˇnˇuj´ıc´ıho epi-iluminacˇn´ı spektra´ln´ı akvi-
zici ze vzork˚u umı´steˇny´ch ve v´ıce jamkove´ desticˇce (View Plate-96 Black, Thermo Scien-
tific, USA). MicroMax jako doplnˇkove´ rozsˇ´ıˇren´ı spektrofluorimetru FluoroMax-4 (Horiba,
Japonsko), jezˇ byl kra´tce prˇedstaven v kapitole 4.2, je se spektrofluorimetrem propo-
jen vla´knoveˇ opticky´m adapte´rem (FM4-3000, Horiba, Japonsko). Excitacˇn´ı signa´l je ze
zdroje (xenonova´ vy´bojka) veden opticky´m vla´knem do prostoru desticˇkove´ho stojanu a
emisn´ı signa´l ze vzorku je odva´deˇn opticky´m vla´knem zpeˇt do prostoru vy´meˇnne´ho sto-
janu (vla´knoveˇ opticky´ adapte´r) v FluoroMax-4. Vı´ce jamkova´ desticˇka je pod pevneˇ fi-
xovany´m vla´knovy´m svazkem postupny´mi posuny skenova´na, prˇicˇemzˇ urcˇen´ı konkre´tn´ıch
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jamek je prova´deˇno v programove´m nastaven´ı. Vy´hodou desticˇkove´ho spektrometru je
rychle´ vycˇ´ıta´n´ı umozˇnˇuj´ıc´ı bodovy´ sbeˇr (Single-Point Analysis) pro 96 vzork˚u (viz 96-
jamkova´ desticˇka). Jednotlive´ jamky na vzorky jsou z cˇerne´ho, nepr˚uhledne´ho plastu, cozˇ
odstranˇuje nezˇa´douc´ı excitaci navza´jem soused´ıc´ıch vzork˚u, ktere´ nejsou v danou chv´ıli
sn´ıma´ny. Pr˚uhledne´ dno MWP umozˇnˇuje zobrazen´ı vzork˚u pomoc´ı mikroskopu, prˇ´ıpadneˇ
sub iluminacˇn´ı rezˇim prˇi kontinua´ln´ı spektra´ln´ı akvizici. Pracovn´ı objem jedne´ jamky je
50 – 200 µl. Zjednodusˇene´ sche´ma meˇrˇ´ıc´ı aparatury je zobrazeno na obra´zku 5.1.
Obra´zek 5.1: Epi-iluminacˇn´ı princip meˇrˇen´ı vzork˚u z v´ıce jamkove´ desticˇky v MicroMax
384 Microwell-Plate Reader, propojene´ho se spektrometrem Fluoromax-4; Horiba. 1 –
excitacˇn´ı sveˇtlo (xenonova´ vy´bojka), 2 – fokusacˇn´ı cˇocˇka, 3 – excitacˇn´ı monochroma´tor, 4
– referencˇn´ı detektor, 5 – deˇlicˇ svazku excitacˇn´ıho za´rˇen´ı, 6 – detektor (PMT), 7 – emisn´ı
monochroma´tor, 8 – vla´knoveˇ-opticky´ adapte´r, 9 – excitacˇn´ı opticke´ vla´kno, 10 – emisn´ı
opticke´ vla´kno, MWP – v´ıce jamkova´ desticˇka se vzorky.
Pro jednotlive´ objemy v jamka´ch je potrˇeba nastavit optima´ln´ı vzda´lenost vla´kna pro
z´ıska´n´ı co nejvysˇsˇ´ıho signa´lu. Vhodne´ nastaven´ı vzda´lenosti se prova´d´ı v rezˇimu RTC
(Real Time Control), kde se prˇi zadany´ch parametrech vlnove´ de´lky excitace, emise a
sˇ´ıˇrce excitacˇn´ı a emisn´ı sˇteˇrbiny, pozoruje signa´l prˇi vertika´ln´ım posunu vla´kna nad jam-
kou se vzorkem. Nastaven´ı je nutne´ prova´deˇt prˇi kazˇde´ zmeˇneˇ objemu v jamce. Nastaven´ı
optima´ln´ı vzda´lenosti vla´kno-vzorek (minima´ln´ı vzda´lenost je cca 3 cm) bylo provedeno
na zkusˇebn´ıch vzorc´ıch v jamka´ch, na ktery´ch se da´le meˇrˇen´ı neprova´deˇlo. Objem jednot-
livy´ch meˇrˇeny´ch vzork˚u byl ve vsˇech prˇ´ıpadech 200 µl.
5.2.2 Osvitovy´ zdroj
K osvitu vzork˚u ve v´ıce jamkove´ desticˇce (MWP) byl vyuzˇit v´ıcebodovy´ zdroj sesta´vaj´ıc´ı
z sˇesti diod (SMB1N-405V-02, Roithner LaserTechnik), ktere´ jsou soucˇa´st´ı mini LED
pole. Osvitova´ deska byla pomoc´ı soucˇa´stek firmy ThorLabs uchycena nad MWP, tak aby
vy´stupn´ı sveˇtelny´ svazek pokry´val cely´ objem jamky a opticky´ vy´kon nameˇrˇeny´ ve spodn´ı
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cˇa´sti pr˚uhledne´ho dna MWP odpov´ıdal pozˇadovane´ hodnoteˇ. Zvoleny´ sveˇtelny´ vy´kon byl
pro dany´ diodovy´ pa´r doladeˇn pomoc´ı programove´ho nastaven´ı, ktere´ je bl´ızˇe popsa´no v
na´sleduj´ıc´ım odd´ılu. K meˇrˇen´ı opticke´ho vy´konu sveˇtelne´ho zdroje byl pouzˇit wattmetr
(PM100D, ThorLabs, GB). Geometricke´ usporˇa´da´n´ı diod na obvodove´ desce odpov´ıda´
rozestup˚um mezi jednotlivy´mi otvory MWP, kdy kazˇda´ dioda v prˇ´ıpadeˇ potrˇeby zapada´
do jamky. Bodove´ sveˇtelne´ zdroje v prˇedstavene´m usporˇa´da´n´ı zajiˇst’uj´ı homogenn´ı osvit
jamky, jej´ızˇ pr˚umeˇr (6.5 mm) a mala´ tlousˇt’ka vzorku (pracovn´ı objem 200 µl) umozˇnˇuje
doda´n´ı sveˇtelne´ da´vky do cele´ho objemu. V experimenta´ln´ı rovineˇ je mozˇne´ propojit
aplikovanou da´vku s na´r˚ustem fluorescencˇn´ıho signa´lu fotoproduktu v syste´mu PpIX-
DHE-agaro´za.
Obra´zek 5.2: Fotografie sestavy pouzˇ´ıvane´ pro osvit agaro´zovy´ch model˚u.
5.2.2.1 Charakteristika osvitove´ho zdroje
Rozsah vyzarˇova´n´ı zvoleny´ch diod uda´vany´ vy´robcem se pohybuje v rozmez´ı 400 – 410 nm,
zmeˇrˇena´ emisn´ı spektra pro jednotlive´ diody jsou zobrazena na obra´zku 5.3. Emisn´ı spek-
tra byla zmeˇrˇena pomoc´ı vla´knove´ho spektrometru QE65000 (Ocean Optics) pro vsˇech
sˇest diod umı´steˇny´ch na PCB. Spektra´ln´ı sˇ´ıˇre vyzarˇova´n´ı pro jednotlive´ diody je 14 nm.
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Obra´zek 5.3: Normalizovana´ emisn´ı spektra SMD diod (F1H,D – F3H,D) umı´steˇny´ch na
PCB s hodnotami maxima´ln´ı vlnove´ de´lky vyzarˇova´n´ı.
Vy´beˇr diod emituj´ıc´ıch v dane´ oblasti spektra odpov´ıda´ maximu absorpce pouzˇite´ foto-
senzitivn´ı la´tky PpIX, viz obra´zek 5.4.
3 0 0 3 5 0 4 0 0 4 5 0 5 0 0 5 5 0 6 0 0 6 5 0 7 0 00 , 0
0 , 2
0 , 4
0 , 6
0 , 8
1 , 0
0 , 0
0 , 2
0 , 4
0 , 6
0 , 8
1 , 0
 No
rma
lizo
van
á a
bso
rba
nce
 (a.
u.)
Nor
ma
lizo
van
á in
ten
zita
 (a.
u.)
V l n o v á  d é l k a  ( a . u . )
 4 0 5  n m  L E D P p I X
Obra´zek 5.4: Normalizovana´ absorpcˇn´ı spektra PpIX ve vodne´m roztoku (demineralizo-
vana´ voda + < 1 % DMSO) a normalizovane´ emisn´ı spektrum jedne´ SMD diody umı´steˇne´
na PCB.
Pro meˇrˇen´ı opticke´ho vy´konu vsˇech diod byl wattmetr prˇipevneˇn do spodn´ı cˇa´sti v´ıce jam-
kove´ desticˇky (MWP), ktera´ d´ıky pr˚uhledne´mu dnu toto meˇrˇen´ı umozˇnˇuje. Osvitova´ deska
byla prˇilozˇena do kontaktu s MWP tak, zˇe jednotlive´ diody zapadaly do jamek a wattmetr
sn´ımal hodnoty pro danou diodu, pote´ byl prˇemı´steˇn do dalˇs´ı polohy. Stejny´ proces byl
proveden u vsˇech sˇesti diod. Proudove´ hodnoty byly nastaveny pomoc´ı napeˇt’ove´ho zdroje
a doladeˇny pro kazˇdou veˇtev pomoc´ı odporove´ho trimru na prˇiblizˇneˇ stejnou hodnotu.
Kontrola proudovy´ch hodnot pro jednotlive´ veˇtve byla provedena pomoc´ı multimetru.
Acˇkoli jsou proudove´ hodnoty pro dane´ veˇtve diodovy´ch pa´r˚u dobrˇe nastavitelne´, byla
sv´ıtivost jednotlivy´ch diod v pa´ru mı´rneˇ odliˇsna´. Tuto nevy´hodu lze dobrˇe kompenzovat
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nastaven´ım strˇ´ıdy v PWM mo´du jak je demonstrova´no na obra´zku 5.5 a 5.6, blizˇsˇ´ı popis je
uveden v na´sleduj´ıc´ı cˇa´sti. Modulace vsˇak neodstran´ı rozd´ıly ve sv´ıtivosti v ra´mci diod v
jednotlivy´ch pa´rech, to znamena´, zˇe je potrˇeba s touto odchylkou prˇi vy´pocˇtu da´vkove´ho
sche´matu pocˇ´ıtat, nebo pouzˇ´ıt k osvitu trojici soused´ıc´ıch diod.
Obra´zek 5.5: Uka´zka programove´ho nasta-
ven´ı regulace vy´konu jednotlivy´ch pa´r˚u diod.
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Obra´zek 5.6: Pr˚ubeˇhy opticky´ch vy´kon˚u trˇ´ı
sousedn´ıch diod (F1D, F2D a F3D) v cˇase.
5.2.2.2 Rˇı´d´ıc´ı software a regulace vy´stupn´ıho opticke´ho vy´konu
Zmeˇnu vy´konu jednotlivy´ch dvojic diod zapojeny´ch v se´rii lze prove´st analogoveˇ pomoc´ı
nastavitelny´ch rezistor˚u nebo prˇes programove´ nastaven´ı rˇ´ıd´ıc´ıho mikrokontroleru (AT-
mega32U4). Cˇinnost mikrokontroleru, na ktery´ je napojena osvitova´ deska je rˇ´ızena prˇes
USB rozhran´ı. Zmeˇna opticke´ho vy´konu v experimenta´ln´ıch aparatura´ch vyuzˇ´ıvaj´ıc´ıch pro
osvit MWP pole diod byla v rˇadeˇ prˇ´ıpad˚u doc´ılena zapojen´ım opticky´ch filtr˚u umı´steˇny´ch
mezi excitacˇn´ı zdroj a vzorek. [73, 74] Nı´zˇe uvedene´ zp˚usoby proudove´ regulace poskytuj´ı
sˇirsˇ´ı rozsah dosazˇitelny´ch vy´konovy´ch hodnot.
Analogova´ regulace – laditelne´ rezistory
Nastaven´ı vy´stupn´ıho napeˇt´ı pro jednotlive´ pa´ry diod lze prove´st pomoc´ı odporove´ho
deˇlicˇe, ktery´ se skla´da´ ze dvou rezistor˚u a je napojen na napeˇt’ovy´ stabiliza´tor (LM317,
pouzdro TO-220). Odporova´ hodnota prvn´ıho rezistoru je konstantn´ı, druhy´m rezistorem
je odporovy´ trimr, jehozˇ manua´ln´ım ladeˇn´ım lze z´ıskat promeˇnne´ proudove´ hodnoty pro
jednotlive´ veˇtve pa´r˚u diod.
Obra´zek 5.7: Zapojen´ı napeˇt’ove´ho stabiliza´toru (LM317).
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PWM regulace
Pro zmeˇnu a rˇ´ızen´ı intenzity vyzarˇova´n´ı trˇ´ı pa´r˚u diod umı´steˇny´ch na PCB je vyuzˇito
pulzn´ı sˇ´ıˇrkove´ modulace (PWM, Pulse Width Modulation). Vy´hodou te´to metody je
sn´ızˇen´ı spektra´ln´ıho posunu vyzarˇova´n´ı diod proudovy´mi zmeˇnami a mozˇnost prˇesneˇjˇs´ıho
nastaven´ı opticke´ho vy´konu (intenzity) v ra´mci jednotlivy´ch pa´r˚u diod i cele´ho LED pole.
Po serˇ´ızen´ı proudove´ hodnoty pro danou diodovou veˇtev je prostrˇednictv´ım rˇ´ıd´ıc´ıho mik-
rokontroleru a programove´ho nastaven´ı regulova´na intenzita vyzarˇova´n´ı diod nastaven´ım
pomeˇru de´lky trva´n´ı signa´ln´ı hodnoty zapnuto v˚ucˇi signa´lu vypnuto prˇi dane´m proudu
(tzv. nastaven´ım strˇ´ıdy). Pomeˇr de´lky trva´n´ı zapnute´ho stavu v˚ucˇi vypnute´mu urcˇuj´ı za-
dane´ hodnoty PWM0 – 3 a hodnota oba´lky (2 - 254). Jako prˇ´ıklad zmeˇny vyzarˇova´n´ı
prvn´ıho diodove´ho pa´ru, ktery´ je oznacˇen jako PWM0 (dalˇs´ı diodovy´ pa´r PWM1 a trˇet´ı
diodovy´ pa´r PWM2), lze uve´st na´sleduj´ıc´ı nastaven´ı. Prˇi hodnoteˇ oba´lky 100 a para-
metru PWM0 50 je vy´sledny´ pomeˇr de´lky trva´n´ı signa´lu zapnuto/vypnuto 1:1, to zna-
mena´, zˇe intenzita vyzarˇova´n´ı diodove´ho pa´ru je 50 % z maxima´ln´ı vyzarˇovac´ı hodnoty prˇi
dane´m proudove´m zat´ızˇen´ı. Cˇ´ım vysˇsˇ´ı je pomeˇr signa´lu zapnuto/vypnuto, t´ım je intenzita
vyzarˇova´n´ı a tedy i opticky´ vy´kon vysˇsˇ´ı. De´lka cyklu (perioda) je ovlivneˇna nastaven´ım
cˇasove´ ba´ze, ktera´ pokry´va´ sˇka´lu 16 µs – 16.4 ms. Prˇi nastaven´ı nejdelˇs´ı cˇasove´ ba´ze
(16.4 ms) je mozˇne´ nastavene´ hodnoty pro PWM0 – 3 vizua´lneˇ porovna´vat. Acˇkoliv se v
prˇ´ıpadeˇ PWM jedna´ o pulzn´ı sveˇtelny´ tok, tzn. osvit vzork˚u neprob´ıha´ v kontinua´ln´ım
rezˇimu, je mozˇne´ v programove´m nastaven´ı zvolit osvitovy´ rezˇim odpov´ıdaj´ıc´ı vysoke´
frekvenci sp´ınane´ho mo´du, anizˇ by docha´zelo k pozorovatelne´mu prˇerusˇen´ı osvitu. Soft-
warove´ rˇ´ızen´ı LED diod bylo vytvorˇeno v programove´m prostrˇed´ı Assembler. Uzˇivatelske´
rozhran´ı pro rˇ´ızen´ı opticke´ho vy´konu je uvedeno v prˇ´ıloze A.2, fotografie osvitove´ sestavy
je na obra´zku 5.2.
5.3 Konstrukcˇn´ı proveden´ı tka´nˇovy´ch model˚u
Pro vyhodnocen´ı schopnosti detekce reaktivn´ıch kysl´ıkovy´ch forem (ROS) v agaro´zove´m
za´kladu, to znamena´ v syste´mu, ktery´ imituje pevnola´tkove´ prostrˇed´ı lidske´ tka´neˇ, byla
vytvorˇena se´rie model˚u s obsahem fotosenzitivn´ı la´tky (Protoporfyrin IX, PpIX) a flu-
orescencˇn´ı znacˇky (Dihydroethidium, DHE). Pro splneˇn´ı pozˇadavk˚u na opticke´ tka´nˇove´
vlastnosti byla do model˚u zakomponova´na rozptylova´ a absorbuj´ıc´ı slozˇka v podobeˇ In-
tralipidu (1%) a inkoustu (0.2%), jakozˇto nejbeˇzˇneˇji vyuzˇ´ıvany´ch soucˇa´st´ı tka´nˇovy´ch mo-
del˚u.[71, 60, 1, 75]
V pilotn´ı studii byly prˇ´ıpraveny agaro´zove´ za´klady bez obsahu absorbuj´ıc´ı (inkoust) a
rozptylove´ slozˇky (Intralipid), kdy bylo na analyticky´ch vaha´ch odva´zˇeno 0.3 g agaro´zy
(Agarose A9539, Sigma-Aldrich, USA), ktere´ bylo na´sledneˇ smı´cha´no s 50 ml destilovane´
vody. Vznikla´ smeˇs byla v ka´dince umı´steˇna na magneticke´ mı´chadlo s varnou ploty´nkou,
kde byl roztok vystaven po dobu 1 minuty varu. Po zchladnut´ı agaro´zove´ho gelu na teplotu
60 ◦C bylo odebra´no dane´ mnozˇstv´ı do mikrozkumavky (Eppendorf), do ktere´ byly prˇedem
odmeˇrˇeny odpov´ıdaj´ıc´ı objemy dihydroethidia a PpIX odebrane´ ze za´sobn´ıch roztok˚u
PpIX+DMSO a DHE+DMSO (Sigma-Aldrich, USA). Koncentrace PpIX v jednotlivy´ch
jamka´ch byla v rozsahu 15 azˇ 50 µM. Smeˇs ve zkumavce byla opatrneˇ promı´cha´na, aby se
prˇedesˇlo tvorbeˇ bublin, a mikropipetou rozdeˇlena do v´ıce jamkove´ desticˇky (View Plate-96
Black, Thermo Scientific, USA) v objemech 200 µl na jamku. Stejneˇ bylo postupova´no i
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prˇi vy´robeˇ agaro´zove´ho za´kladu obsahuj´ıc´ıho DHE bez fotosenzitivn´ı la´tky, prˇicˇemzˇ kon-
centrace DHE v jednotlivy´ch jamka´ch byla v rozsahu 20 azˇ 200 µM. Jako slepy´ vzorek,
slouzˇ´ıc´ı pro odecˇet spektra samotne´ agaro´zy, byly vybrane´ jamky naplneˇny agaro´zovy´m
gelem bez prˇ´ıdavku fotosenzitivn´ı la´tky (PpIX) a fluorescencˇn´ı znacˇky (DHE).
V samotne´ experimenta´ln´ı fa´zi byly vytvorˇeny tka´nˇove´ modely obsahuj´ıc´ı rozptylovou a
absorbuj´ıc´ı slozˇku. Postup prˇ´ıpravy agaro´zove´ho za´kladu byl stejny´ jako v pilotn´ı studii.
Nejprve byly zhotoveny n´ızko koncentrovane´ za´sobn´ı roztoky cˇerne´ho inkoustu (KOH-I-
NOOR Hardtmuth, Cˇeska´ republika) a Intralipidu 20% (Sigma-Aldrich, USA) v demi-
neralizovane´ vodeˇ. K odmeˇrˇene´mu mnozˇstv´ı DHE (200 µM) a PpIX, jehozˇ koncentrace
byla v rozsahu 5 - 30 µM, bylo prˇida´no odpov´ıdaj´ıc´ı mnozˇstv´ı za´sobn´ıho roztoku cˇerne´ho
inkoustu, tak aby byl jeho objemovy´ pod´ıl ve vy´sledne´m modelu 0.2 %. Stejneˇ bylo po-
stupova´no i u rozptylove´ slozˇky, kde odmeˇrˇene´ mnozˇstv´ı za´sobn´ıho roztoku Intralipidu ve
vy´sledne´m modelu bylo 1 % celkove´ho objemu.
Prˇed osvitovou procedurou a vlastn´ım meˇrˇen´ım emisn´ıch spekter byly vzorky pod nepr˚u-
hledny´m krytem ponecha´ny dvacet minut prˇi pokojove´ teploteˇ, aby bylo zajiˇsteˇno u´plne´
ztuhnut´ı smeˇsi. Meˇrˇen´ı bylo provedeno vzˇdy pro trˇi vzorky dane´ koncentrace.
5.4 Pr˚ubeˇh experiment˚u
V pilotn´ı studii, jej´ımzˇ c´ılem bylo zhodnotit mozˇnost detekce fluorescencˇn´ıho signa´lu PpIX
a DHE zacˇleneˇne´ho do agaro´zove´ho za´kladu pomoc´ı syste´mu MicroMax, byl vytvorˇen aga-
rozovy´ za´klad obsahuj´ıc´ı protoporfyrin IX (PpIX) bez dihydroethidia (DHE) a agarozovy´
za´klad obsahuj´ıc´ı DHE bez PpIX. Na za´kladeˇ nameˇrˇeny´ch spekter byla urcˇena optima´ln´ı
koncentrace pouzˇity´ch slozˇek pro na´sleduj´ıc´ı experimenty s tka´nˇovy´mi modely. Emisn´ı
spektra DHE byla sn´ıma´na v rozsahu 360 - 550 nm prˇi excitacˇn´ı vlnove´ de´lce 350 nm a
fluorescence PpIX byla meˇrˇena v rozsahu 600 - 720 nm prˇi excitaci 405 nm. Fluorescencˇn´ı
charakteristika EOH v prostrˇed´ı DHE-agaro´za byla v druhe´ cˇa´sti pilotn´ı studie meˇrˇena v
rozsahu vlnovy´ch de´lek 530 - 700 nm prˇi excitaci 480 nm.
V druhe´ fa´zi bylo provedeno meˇrˇen´ı spektra´ln´ı odezvy jednotlivy´ch soucˇa´st´ı tka´nˇovy´ch
model˚u (PpIX, DHE, EOH) na osvitove´ podmı´nky, kdy byl hodnocen vliv trˇ´ı opticky´ch
vy´kon˚u (0.5, 1 a 4 mW) pouzˇity´ch pro osvit model˚u na vy´voj signa´lu generovane´ho DHE-
fotoproduktu. Ozarˇovane´ modely obsahovaly DHE o koncentraci 200 µM a PpIX o koncen-
traci 10 µM. Sveˇtelny´ zdroj (LED pole) pouzˇity´ pro osvit byl pomoc´ı soucˇa´stek od firmy
Thorlabs uchycen nad v´ıce jamkovou desticˇku (MWP), ktera´ byla pod diody umı´steˇna
tak, aby byl zajiˇsteˇn osvit cele jamky se vzorkem. Hodnoty nastavene´ pro bodovy´ sbeˇr
intenzity fluorescence byly pro PpIX 405 nm (excitace) - 635 nm (emise), pro DHE 350 nm
(excitace) - 415 nm (emise) a pro EOH 480 nm (excitace) - 600 nm (emise). Integracˇn´ı
cˇas detekce byl 0.3 s. Celkova´ doba osvitu byla ovlivneˇna vy´vojem signa´lu EOH, respek-
tive DHE, kdy v prˇ´ıpadeˇ nejnizˇsˇ´ı intenzity 0.5 mW byl celkovy´ osvitovy´ cˇas 15 minut a
pro hodnoty vy´kon˚u 1 a 4 mW byl zajiˇsteˇn osvit v de´lce 10 minut. Emisn´ı spektra byla
meˇrˇena v cˇasovy´ch rozestupech pouze pro ozarˇovany´ model.
V za´veˇrecˇne´ experimenta´ln´ı fa´zi byla meˇrˇena odezva jednotlivy´ch slozˇek ve tka´nˇovy´ch
modelech (PpIX, DHE a EOH) za osvitovy´ch podmı´nek, kdy byl hodnocen vliv koncen-
trace PpIX na vy´voj signa´lu generovane´ho DHE-fotoproduktu. Kazˇdy´ model obsahoval
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konstantn´ı pod´ıl DHE (200 µM) a PpIX v koncentracˇn´ım rozsahu 5 – 30 µM. Stejneˇ jako
v prˇ´ıpadeˇ prvotn´ıho meˇrˇen´ı na agaro´zovy´ch za´kladech, obsahuj´ıc´ıch samostatneˇ DHE a
PpIX, bylo provedeno meˇrˇen´ı emisn´ıch spekter pro jednotlive´ soucˇa´sti tka´nˇovy´ch mo-
del˚u s nastaven´ım spektraln´ıch akvizicˇn´ıch hodnot jako v prˇ´ıpadeˇ pilotn´ı studie. Osvit
byl zajiˇsteˇn trojic´ı diod umı´steˇny´ch na osvitove´ desce uchycene´ nad MWP, stejneˇ jako
v prˇedchoz´ım kroku. Opticky´ vy´kon nameˇrˇeny´ prˇed zacˇa´tkem osvitu pro trˇi soused´ıc´ı
diody byl nastaven na hodnotu 1 mW, prˇicˇemzˇ prˇesneˇjˇs´ı nastaven´ı opticke´ho vy´konu sou-
sed´ıc´ıch diod na pozˇadovanou hodnotu 1 mW bylo provedeno v programove´m prostrˇed´ı.
Emisn´ı spektra byla zmeˇrˇena pro referencˇn´ı (neozarˇovany´) model prˇed a v cˇase na konci
osvitu ozarˇovane´ho modelu. Emisn´ı spektra ozarˇovane´ho modelu byla sn´ıma´na stejneˇ jako
v prˇ´ıpadeˇ neozarˇovane´ho modelu, kdy byla nav´ıc zmeˇrˇena v i p˚ulce osvitove´ proced˚ury.
Beˇhem osvitu byla kazˇdou p˚ul minutu bodoveˇ sn´ıma´na intenzita fluorescence (rezˇim Single
point measurement) pro trˇi vzorky. Nastaven´ı spektra´ln´ıch akvizicˇn´ıch hodnot a hodnot
pro jednobodovy´ sbeˇr intenzity fluorescence bylo totozˇne´ s prˇedchoz´ım meˇrˇen´ım. Celkova´
doba osvitu byla 10 minut.
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5.5 Vy´sledky meˇrˇen´ı
5.5.1 Pilotn´ı studie
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Obra´zek 5.8: Srovna´n´ı emisn´ıch spekter (a) DHE (20, 30 µM) bez odecˇtu agaro´zy
(λex = 350 nm) a (b) po odecˇtu slepe´ho vzorku (cˇista´ agaro´za).
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Obra´zek 5.9: Srovna´n´ı emisn´ıch spekter (a) PpIX (50 µM) bez odecˇtu agaro´zy
(λex = 405 nm) a (b) po odecˇtu slepe´ho vzorku (cˇista´ agaro´za).
Znacˇnou nevy´hodou, ktera´ byla z pocˇa´tku prˇisuzova´na n´ızke´ u´cˇinnosti kolekce fluores-
cencˇn´ıho signa´lu, byla v prvotn´ı fa´zi experimentu agregacˇn´ı schopnost PpIX a to jak
v agaro´zove´m za´kladu, tak ve vodne´m roztoku. T´ımto byla znemozˇneˇna detekce n´ızko
koncentrovany´ch vzork˚u. Pozorovany´ jev byl v prˇ´ıtomnosti Intralipidu potlacˇen, jak je
ilustrova´no na obra´zku 5.10 a bl´ızˇe rozebra´no v odd´ılu 4.1.1. Vy´sˇe uvedena´ fluorescencˇn´ı
spektra PpIX-agaro´za a DHE-agaro´za ve dvoj´ım koncentracˇn´ım zastoupen´ı, a zejme´na
pak spektra bez odecˇtu pozad´ı, vykazuj´ı znacˇny´ signa´ln´ı prˇ´ıspeˇvek slepe´ho vzorku (cˇista´
agaro´za), ktery´ znesnadnˇuje detekci n´ızko koncentrovany´ch vzork˚u (< 10 µM). Z graf˚u
u nichzˇ byla provedena subtrakce pozad´ı, jsou tvary emisn´ıch spekter jednotlivy´ch slozˇek
dobrˇe rozliˇsitelne´, jak je videˇt na grafech (b) obra´zk˚u 5.8 a 5.9. Nicme´neˇ pozice emisn´ıho
maxima PpIX na 622 nm a n´ızka´ fluorescencˇn´ı intenzita pomeˇrneˇ vysoke´ koncentrace
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PpIX (50 µM) potvrzuje existenci vysˇsˇ´ıho pod´ılu agregovany´ch molekul PpIX v agaro´zove´m
za´kladu. Zlepsˇen´ı detekce signa´lu PpIX nastalo v prˇ´ıpadeˇ agaro´zove´ho za´kladu s obsahem
obou slozˇek (DHE+PpIX), kde byl peak na 625 nm vy´razneˇ vysˇsˇ´ı, nezˇ v agaro´zove´m
za´kladu bez DHE, jak je videˇt na zveˇtsˇene´ oblasti emisn´ıch spekter v obra´zku 5.10.
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Obra´zek 5.10: Srovna´n´ı fluorescencˇn´ıch spekter PpIX (λex = 405 nm) zacˇleneˇne´ho do
agaro´zove´ho za´kladu po odecˇtu cˇiste´ agaro´zy. Graf v pravo prˇedstavuje zveˇtsˇenou oblast
emisn´ıch spekter PpIX v agaro´zove´m za´kladu s dihydroethidiem (DHE, cˇevena´ krˇivka) a
bez DHE (zelena´ krˇivka).
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V druhe´ fa´zi pilotn´ı studie byla hodnocena cˇasova´ stabilita jednotlivy´ch slozˇek pro bez
osvitove´ podmı´nky, kdy byla v cˇasovy´ch intervalech 5 minut sn´ıma´na emisn´ı spektra
pro kazˇdou slozˇku samostatneˇ zacˇleneˇnou do agaro´zove´ho za´kladu (PpIX-agaro´za, DHE-
agaro´za) a soucˇasneˇ meˇrˇena spektra´ln´ı odezva EOH v syste´mu DHE-agaro´za. Bezosvitova´
spektra´ln´ı charakteristika pouzˇity´ch sloucˇenin umozˇnˇuje vyloucˇit p˚usoben´ı jiny´ch vliv˚u,
nezˇ produkci reaktivn´ıch kysl´ıkovy´ch forem v na´vaznosti na osvit fluorescencˇn´ıho mo-
delu (DHE-PpIX), ktere´ by mohly prˇisp´ıvat k signa´ln´ım zmeˇna´m v ozarˇovany´ch vzorc´ıch.
Cely´ experiment byl zopakova´n i pro agaro´zovy´ za´klad obsahuj´ıc´ı obeˇ komponenty (PpIX-
DHE-agaro´za).
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Obra´zek 5.11: Emisn´ı spektra referencˇn´ıch (neozarˇovany´ch) vzork˚u (a) DHE-
agaro´za(λex = 350 nm), (b) PpIX-agaro´za (λex = 405 nm) a (c) EOH (λex = 480 nm,
meˇrˇeno v DHE-agaro´za) sn´ımana´ v cˇasovy´ch intervalech. Koncentrace DHE a PpIX byla
50 µM.
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Vy´sˇe uvedena´ fluorescencˇn´ı spektra referencˇn´ıch (neozarˇovany´ch) vzork˚u, meˇrˇena´ v cˇase
po prˇ´ıpraveˇ (t=0 min) a v cˇasove´m odstupu od prˇ´ıpravy, proka´zala minima´ln´ı pokles v
intenziteˇ fluorescence dihydroethidia a protoporfyrinu IX. Naopak vysˇsˇ´ı u´bytek intenzity
signa´lu DHE byl pozorova´n v syste´mu PpIX-DHE-agaro´za (koncentrace DHE – 20 µM),
kde po jedne´ hodineˇ bez osvitu nebyl signa´l DHE detekovatelny´. Naopak samotne´ DHE
v agaro´ze, tzn. bez prˇ´ıtomnosti PpIX, vykazovalo vysˇsˇ´ı stabilitu, jak je patrne´ z grafu (a)
obra´zku 5.11, kdy signa´ln´ı odezva byla meˇrˇitelna´ i po jedne´ hodineˇ bez osvitu. S pozoro-
vany´mi zmeˇnami souvis´ı i detekovatelnost signa´lu EOH, reakcˇn´ıho produktu DHE, kdy v
prˇ´ıpadeˇ absence materˇske´ molekuly (DHE) nen´ı mozˇne´ meˇrˇit na´r˚ust signa´lu generovane´ho
EOH v odezveˇ na osvit, i kdyzˇ je fotosenzitivn´ı la´tka sta´le prˇ´ıtomna´. Na druhou stranu
nebyl u´bytek signa´lu DHE v bez osvitovy´ch podmı´nka´ch spojen s na´r˚ustem signa´lu EOH,
jak dokla´da´ graf (c) obra´zku 5.11, cozˇ je pro detekci tohoto fotoproduktu v syste´mu DHE-
PpIX d˚ulezˇita´ charakteristika. Na za´kladeˇ zmı´neˇne´ charakteristiky lze propojit osvitove´
podmı´nky s poklesem intenzity PpIX a na´r˚ustem signa´lu EOH, jak dokla´daj´ı odd´ıly 5.5.2
a 5.5.3. Snahou vy´sˇe provedene´ho meˇrˇen´ı bylo mimo jine´ i urcˇen´ı optima´ln´ı koncentrace
DHE pro na´sledna´ meˇrˇen´ı, ktera´ by poskytovala odezvu na osvit vzork˚u obsahuj´ıc´ıch kom-
binaci vsˇech trˇ´ı slozˇek (PpIX-DHE-agaro´za). Jelikozˇ je dihydroethidium fotocitliva´ la´tka,
podle´haj´ıc´ı oxidativn´ım zmeˇna´m, je vhodne´ volit pro experimenty vysˇsˇ´ı koncentracˇn´ı za-
stoupen´ı (> 100 µM) a dba´t na sn´ızˇene´ sveˇtelne´ podmı´nky prˇi prˇ´ıpraveˇ za´sobn´ıch roztok˚u.
Fotochemicka´ degradace DHE je takte´zˇ podporˇena v pr˚ubeˇhu samotne´ spektra´ln´ı akvi-
zice, proto bylo pro dalˇs´ı meˇrˇen´ı vyuzˇito prˇeva´zˇneˇ bodove´ sn´ıma´n´ı intenzity signa´lu. Na
za´kladeˇ z´ıskany´ch charakteristik jednotlivy´ch la´tek, byla v na´sleduj´ıc´ıch experimentech
s tka´nˇovy´m modelem pouzˇita koncentrace DHE 200 µM. Tuto volbu soucˇasneˇ podporˇil
i rychly´ u´bytek DHE v ozarˇovane´m prostrˇed´ı, ktery´ by znemozˇnil detekci fotoproduktu
v delˇs´ım cˇasove´m u´seku. Naopak d´ıky prˇ´ıtomnosti Intralipidu, ktery´ vy´znamneˇ podporˇil
detekovatelnost signa´lu PpIX (viz obra´zek 5.10) i v n´ızke´m koncentracˇn´ım zastoupen´ı,
byl v experimentech s tka´nˇovy´m modelem zvolen koncentracˇn´ı rozsah PpIX 5 - 30 µM.
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5.5.2 Vliv opticke´ho vy´konu na vy´voj signa´lu fotoproduktu
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Obra´zek 5.12: Emisn´ı spektra protoporfyrinu IX (PpIX, λex = 405 nm) a dihydroethidia
(DHE, λex = 350 nm) v ozarˇovany´ch tka´nˇovy´ch modelech. Osvitovy´ zdroj 0.5, 1 a 4 mW,
koncentrace PpIX 10 µM a DHE 200 µM.
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Obra´zek 5.13: Emisn´ı spektra DHE-fotoproduktu (EOH, λex = 480 nm) v ozarˇovany´ch
tka´nˇovy´ch modelech. Osvitovy´ zdroj 0.5, 1 a 4 mW, koncentrace PpIX 10 µM a
DHE 200 µM.
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Obra´zek 5.14: Cˇasovy´ pr˚ubeˇh fluorescence (a) EOH a (b) PpIX meˇrˇene´ bodoveˇ na vl-
novy´ch de´lka´ch λex(PpIX) = 635 nm, λex(EOH) = 600 nm v ozarˇovany´ch tka´nˇovy´ch mo-
delech pro opticke´ vy´kony osvitove´ho zdroje 0.5, 1 a 4 mW. Koncentrace PpIX 10 µM
a DHE 200 µM. Normalizova´no na maximum emise, data pro trˇi vzorky s pr˚umeˇrny´mi
hodnotami ± SD.
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Obra´zek 5.15: Vza´jemna´ za´vislost signa´l˚u PpIX a EOH v ozarˇovany´ch tka´nˇovy´ch modelech
s koncentrac´ı PpIX 10 µM a DHE 200 µM pro trˇi opticke´ vy´kony (a) 0.5 mW, (b) 1 mW
a (c) 4 mW. Vynesena´ data jsou pr˚umeˇrnou hodnoutu trˇ´ı meˇrˇen´ı.
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Z graf˚u obra´zku 5.12, kde jsou zachycena emisn´ı spektra protoporfyrinu IX (10 µM) a
dihydroethidia (200 µM) zacˇleneˇny´ch do tka´nˇove´ho modelu (agaro´za + Intralipid 1 % +
inkoust 0.2 %), ktery´ byl ozarˇova´n sveˇtelny´m zdrojem (405 nm) s promeˇnny´m opticky´m
vy´konem (0.5, 1 a 4 mW), je zrˇetelny´ strmy´ pokles intenzity fluorescence v prvn´ıch cˇtyrˇech
minuta´ch osvitu pro vsˇechny trˇi osvitove´ podmı´nky. Tento trend je mozˇne´ pozorovat i
v prˇ´ıpadeˇ vodny´ch roztok˚u obsahuj´ıc´ıch PpIX. Strmy´ pokles v intenziteˇ fluorescence v
prvn´ıch fa´z´ıch osvitu je prˇisuzova´n pocˇa´tecˇn´ı koncentraci kysl´ıku v ozarˇovane´ oblasti,
ktera´ v d˚usledku kontinua´ln´ıho osvitu v na´vaznosti na tvorbu reaktivn´ıch kysl´ıkovy´ch
forem klesa´. [44] Na´sledne´ prodlouzˇen´ı de´lky osvitu nevedlo k tak vy´razne´ zmeˇneˇ. Strmy´
pokles byl zaznamena´ch i v prˇ´ıpadeˇ DHE, u ktere´ho byl signa´l na konci osvitu (10. minuta)
zdrojem o vy´konu 4 mW minima´ln´ı. Na grafech obra´zku 5.13 zobrazuj´ıc´ıch emisn´ı spektra
DHE-fotoproduktu (EOH) sn´ımana´ prˇi excitaci 480 nm, je znatelny´ peak na 635 nm v
pocˇa´tc´ıch osvitu, na´lezˇ´ıc´ı pravdeˇpodobneˇ PpIX.
V grafech cˇasovy´ch pr˚ubeˇh˚u vy´voje intenzity fluorescence PpIX a DHE-fotoproduktu
(EOH) na obra´zku 5.14 prˇi osvitu r˚uzny´mi opticky´mi vy´kony je viditelny´ rychlejˇs´ı pokles
pro 4 mW zdroj oproti nizˇsˇ´ım opticky´m vy´kon˚um (0.5 a 1 mW). Soucˇasneˇ je mozˇne´ pozo-
rovat rychlejˇs´ı na´r˚ust signa´ln´ı odezvy generovane´ho fotoproduktu (graf (a) obra´zku 5.14),
ktery´ je u´meˇrny´ pouzˇite´mu opticke´mu vy´konu. Na vy´voji signa´lu EOH v te´mzˇe grafu pro
4 mW sveˇtelny´ zdroj je da´le mozˇne´ videˇt zastaven´ı r˚ustu odezvy EOH kolem pa´te´ minuty
osvitu, ktera´ je spojena se znacˇny´m u´bytkem DHE v ozarˇovane´m modelu, viz graf (f)
obra´zku 5.12. Na vza´jemne´m srovna´n´ı pokles˚u intenzity PpIX v grafu (b) obra´zku 5.14 s
ohledem na vy´kon sveˇtelne´ho zdroje, je videˇt vy´razneˇ vysˇsˇ´ı pokles v prˇ´ıpadeˇ 4 mW zdroje
oproti 0.5 a 1 mW opticky´m vy´kon˚um.
Grafy obra´zku 5.15 zobrazuj´ıc´ı vza´jemnou korelaci pr˚ubeˇh˚u fluorescencˇn´ıch signa´l˚u PpIX
a EOH, to znamena´ na´r˚ust intenzity signa´lu EOH ve vztahu k poklesu intenzity signa´lu
PpIX, vykazuj´ı dobrou korelaci v prˇ´ıpadeˇ nizˇsˇ´ıho opticke´ho vy´konu (1 mW, R2 = 0.97).
Photobleaching PpIX a na´r˚ust odezvy EOH nebyl v prˇ´ıpadeˇ vysˇsˇ´ıho (4 mW) a nejnizˇsˇ´ıho
(0.5 mW) pouzˇite´ho vy´konu linea´rn´ı, jak dokla´daj´ı grafy (a) a (c) v 5.15. Zapojen´ı nizˇsˇ´ıch
opticky´ch vy´kon˚u pro osvit sledovane´ oblasti, ve ktere´ je merˇen pokles intenzity fotosenzi-
tivn´ı la´tky a na´r˚ust intenzity fluorescencˇn´ı znacˇky, byl potvrzen i ve studii [37]. Co je vsˇak
v rozporu s pozorovany´mi zmeˇnami ve zmı´neˇne´ studii, je rychlejˇs´ı pokles intenzity fluo-
rescence fotosenzitivn´ı la´tky (PpIX) v prˇ´ıpadeˇ vysˇsˇ´ıho opticke´ho vy´konu, ktery´ je dobrˇe
videˇt v grafu (b) obra´zku 5.14. Prˇedpokla´dany´m jevem, ke ktere´mu docha´z´ı v ozarˇovane´
oblasti prˇi zapojen´ı nizˇsˇ´ıch opticky´ch vy´konu je pomalejˇs´ı spotrˇeba kysl´ıku v za´kladn´ım
stavu, tud´ızˇ i vysˇsˇ´ı mozˇnost interakce prˇ´ıtomne´ho kysl´ıku s fotosenzitivn´ı la´tkou.
Na za´kladeˇ nameˇrˇeny´ch cˇasovy´ch hodnot pr˚ubeˇh˚u fluorescence jednotlivy´ch slozˇek oza-
rˇovany´ch tka´nˇovy´ch model˚u, a zejme´na d´ıky dobre´ korelaci poklesu intenzity PpIX a
na´r˚ustu fluorescencˇn´ıho signa´lu fotoproduktu, byl pro na´sleduj´ıc´ı meˇrˇen´ı zvolen sveˇtelny´
opticky´ vy´kon 1 mW.
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5.5.3 Vliv koncentrace PpIX na vy´voj signa´lu fotoproduktu
Fluorescencˇn´ı spektra peˇti ozarˇovany´ch vzork˚u byla meˇrˇena v cˇasovy´ch intervalech prˇi
excitaci 350 nm (DHE), 405 nm (PpIX) a 480 nm (EOH) prˇed a po ukoncˇen´ı osvitu. Vy-
brana´ spektra jednoho vzorku, respektive jednotlivy´ch soucˇa´st´ı reprezentativn´ıho vzorku,
jsou zobrazena na obra´zku 5.16. Soucˇasneˇ bylo provedeno meˇrˇen´ı i pro referencˇn´ı vzorky
bez osvitu. Beˇhem osvitu byla bodoveˇ meˇrˇena intenzita fluorescence na vlnovy´ch de´lka´ch
415 nm (DHE), 635 nm (PpIX) a 600 nm (EOH), nameˇrene´ hodnoty pro PpIX a EOH
jsou vyneseny v grafech (a) a (b) obra´zku 5.17.
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Obra´zek 5.16: Emisn´ı spektra DHE-fotoproduktu (EOH, λex = 480 nm) a protoporphy-
rinu IX (PpIX, λex = 405 nm) v neozarˇovany´ch (a, c,) a ozarˇovany´ch (b, d) tka´nˇovy´ch
modelech. Osvitovy´ zdroj 1 mW, koncentrace PpIX 20 µM a DHE 200 µM.
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Obra´zek 5.17: Cˇasovy´ pr˚ubeˇh fluorescence (a) EOH a (b) PpIX meˇrˇene´ bodoveˇ na vl-
novy´ch de´lka´ch 635 nm (PpIX), 600 nm (EOH) v ozarˇovany´ch tka´nˇovy´ch modelech s
koncentrac´ı PpIX 5, 10, 15, 20, 30 µM a DHE 200 µM. Opticky´ vy´kon 1 mW. Normali-
zova´no na maximum emise, data pro trˇi vzorky s pr˚umeˇrny´mi hodnotami ± SD.
Dı´ky vysoke´ koncentraci dihydroethidia zacˇleneˇne´ho do tka´nˇove´ho modelu, ktera´ byla zvo-
lena z d˚uvodu znacˇne´ citlivosti DHE na osvitove´ podmı´nky, bylo mozˇne´ hodnotit na´r˚ust
intenzity signa´lu DHE-fotoproduktu v odezveˇ na osvit i v delˇs´ıch cˇasovy´ch intervalech.
Vysˇsˇ´ı citlivost DHE na osvitove´ podmı´nky v porovna´n´ı s PpIX je dobrˇe pozorovatelna´ ve
vsˇech grafech zachycuj´ıc´ıch emisn´ı spektra DHE sn´ımana´ v cˇasovy´ch rozestupech, viz grafy
(b, d, f) obra´zku 5.12. Stejneˇ jako v prˇ´ıpadeˇ PpIX je i u DHE viditelny´ strmy´ pokles in-
tenzity v pocˇa´tc´ıch osvitu. Na bodovy´ch pr˚ubeˇz´ıch intenzit fluorescence meˇrˇeny´ch beˇhem
osvitu vzorku na obra´zku 5.17 (b) je znatelny´ rychlejˇs´ı intenzitn´ı pokles fluorescence PpIX,
ktery´ je u´meˇrny´ koncentraci PpIX. Tento jev je v souladu s meˇrˇen´ım provedeny´m na mo-
delu mozkove´ na´dorove´ tka´neˇ ve studii [71]. Pro r˚uzne´ koncentracˇn´ı zastoupen´ı PpIX v
agaro´zove´m za´kladu s konstantn´ım pod´ılem DHE, da´le plat´ı rychlejˇs´ı na´r˚ust intenzity
signa´lu EOH v odezveˇ na osvit v modelech s vysˇsˇ´ı koncentrac´ı PpIX, jak je videˇt na
obra´zku 5.17 (a). Soucˇasneˇ je mozˇne´ pozorovat, zˇe doba, za kterou dosa´hne intenzita flu-
orescencˇn´ıho signa´lu EOH sve´ho maxima je pro modely s vysˇsˇ´ı koncentrac´ı PpIX kratsˇ´ı,
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nezˇ pro vzorky s nizˇsˇ´ı koncentrac´ı PpIX. Dobra´ korelace vy´voj˚u obou signa´l˚u (PpIX a
EOH), ktera´ je patrna´ z graf˚u obra´zku 5.18, byla zaznamena´na pro vsˇechny cˇtyrˇi vzorky
s koncentrac´ı PpIX 5, 10, 15 a 20 µM, ozarˇovane´ sveˇtelny´m zdrojem o vy´konu 1 mW.
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Obra´zek 5.18: Vza´jemna´ za´vislost signa´l˚u PpIX a EOH v ozarˇovany´ch tka´nˇovy´ch modelech
s koncentrac´ı PpIX 5, 10, 15 a 20 µM a DHE 200 µM. Vynesena´ data jsou pr˚umeˇrnou
hodnoutu trˇ´ı meˇrˇen´ı.
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Kapitola 6
Diskuze
Vodne´ roztoky obsahuj´ıc´ı fotosenzitivn´ı la´tku (PS) jsou prostrˇed´ım, kde nen´ı molekula´rn´ı
pohyblivost omezena, cozˇ znesnadnˇuje meˇrˇen´ı procesu photobleachingu jako pr˚uvodn´ıho
jevu generace reaktivn´ıch kysl´ıkovy´ch forem. [71] Jestlizˇe je snahou studovat a vyhodno-
covat proces degradace fotosenzitivn´ı la´tky, je s vy´hodou vyuzˇ´ıva´no hydrogelove´ prostrˇed´ı
obsahuj´ıc´ı fotosenzitivn´ı slozˇku. Spektroskopicka´ studie fotosenzitivn´ıch la´tek zameˇrˇena´
na popis tohoto jevu,a zejme´na pak UV – VIS fluorescencˇn´ı spektroskopie, je v prˇ´ıpadeˇ
vodny´ch roztok˚u PS ovlivneˇna molekula´rn´ımi pohyby v roztoc´ıch. Excitacˇn´ı paprsek in-
teraguje pouze s omezeny´m objemem roztoku v kyveteˇ, tud´ızˇ mu˚zˇe docha´zet k excitaci
molekul fotosenzitivn´ı la´tky, ktera´ nebyla vystavena p˚usoben´ı reaktivn´ıch forem kysl´ıku.
Tento fakt je podporˇen i nehomogenn´ım osvitem vodne´ho roztoku, cˇ´ımzˇ docha´z´ı ke ge-
neraci singletn´ıho kysl´ıku pouze v omezene´m objemu. Tka´nˇ nebo v tomto prˇ´ıpadeˇ mo-
delove´ tka´nˇove´ prostrˇed´ı umozˇnˇuje fotodynamicky p˚usobit na lokalizovanou oblast, v n´ızˇ
se nacha´z´ı fotosenzitivn´ı la´tka, a kde nedocha´z´ı k vy´razny´m zmeˇna´m v lokalizaci foto-
senzitivn´ıch molekul. V idea´ln´ım prˇ´ıpadeˇ se v dra´ze excitacˇn´ıho paprsku nacha´zej´ı pouze
molekuly, ktere´ byly vystaveny sveˇtelne´mu zdroji, a poskytuj´ı tak prˇesneˇjˇs´ı vy´poveˇdn´ı
hodnotu, nezˇ je tomu ve vodne´m prostrˇed´ı. Proces degradace PpIX v meˇrˇeny´ch vodny´ch
roztoc´ıch byl obt´ızˇneˇ proveditelny´ i z d˚uvodu chemicke´ povahy PpIX, d´ıky ktere´ docha´zelo
k tvorbeˇ agregovany´ch forem, jejichzˇ prˇitomnost byla dolozˇena n´ızkou detekcˇn´ı schopnost´ı,
vysˇsˇ´ı fotostabilitou syste´mu a pozic´ı emisn´ıho peaku PpIX v oblasti okolo 622 nm. [58, 59]
Mozˇnost detekce poklesu intenzity PpIX v ozarˇovany´ch roztoc´ıch byla pravdeˇpodobneˇ
umozˇneˇna d´ıky n´ızke´mu pod´ılu agregovany´ch forem a v neˇktery´ch prˇ´ıpadech i pouzˇit´ım
vysˇsˇ´ıch koncentrac´ı PpIX. [43] V odd´ılech 4.5.2 a 4.5.3, kde byl pokles intenzity PpIX v
na´vaznosti na osvit vodne´ho roztoku pozorova´n i pro nizˇsˇ´ı koncentrace PpIX (1, 5, 10 µM)
a kde nebyl pouzˇit antiagregant, hra´la pravdeˇpodobneˇ roli prˇ´ıtomnost DHE v roztoku.
Tato domeˇnka vycha´z´ı z pozorovane´ho mı´rne´ho na´r˚ustu signa´lu PpIX v prˇ´ıtomnosti DHE
dolozˇene´ho v grafu obra´zku 5.10 a z pozice emisn´ıho maxima, ktere´ je v˚ucˇi prostrˇed´ı bez
DHE posunuto do cˇervene´ oblasti spektra.
Fluorescencˇn´ı meˇrˇen´ı provedena´ na roztoc´ıch da´le proka´zala nizˇsˇ´ı cˇasovou stabilitu PpIX
v neozarˇovane´m prostrˇed´ı a vysokou stabilitu PpIX v neozarˇovane´m agaro´zove´m za´kladu.
Naopak bylo mozˇne´ pozorovat vy´razneˇ rychlejˇs´ı pokles v intenziteˇ signa´lu DHE, a to
zejme´na v kombinaci DHE-PpIX-agaro´za, oproti intenziteˇ signa´lu DHE-vodne´ prostrˇed´ı,
ve ktere´m byly vyuzˇity i nizˇsˇ´ı koncentrace DHE (∼ 20 µM). Z tohoto d˚uvodu a pro
mozˇnost detekovat na´r˚ust fluorescencˇn´ıho signa´lu generovane´ho fotoproduktu v delˇs´ım
cˇasove´m u´seku (∼ 10 min), byly pro meˇrˇen´ı ve fantomu pouzˇity vysoke´ koncentrace DHE
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(200 µM). Pouzˇit´ı takto vysoke´ koncentrace v buneˇcˇne´m syste´mu by nebylo mozˇne´, nebot’
cytotoxicky´ ucˇinek dihydroethidia je uva´deˇn pro koncentrace nad 45 µM. [62] Na dru-
hou stranu, je-li prima´rn´ım c´ılem proka´zat v modelove´m syste´mu produkci reaktivn´ıch
kysl´ıkovy´ch forem, nen´ı volba vysˇsˇ´ı koncentrace DHE sˇpatna´. Obecneˇ lze rˇ´ıct, zˇe sta-
bilita pouzˇity´ch sloucˇenin (PpIX a DHE) byla vy´razneˇ vysˇsˇ´ı v hydrogelove´m prostrˇed´ı,
nezˇ v roztoc´ıch za bez osvitovy´ch podmı´nek, cozˇ mu˚zˇe by´t prˇicˇteno nizˇsˇ´ı difu´zn´ı schop-
nosti kysl´ıku do agaro´zove´ho za´kladu. [76] Naopak fotodegradace byla v agaro´zove´m
ozarˇovane´m prostrˇed´ı vysˇsˇ´ı, nezˇ v roztoc´ıch, a to pravdeˇpodobneˇ v d˚usledku omezene´
molekula´rn´ı pohyblivosti jednotlivy´ch slozˇek v tomto prostrˇed´ı.
Propojen´ı fluorescencˇn´ıho signa´lu PpIX prˇi osvitu modelu s odezvou fluorescencˇn´ı sondy
(DHE) potvrdilo proveditelnost tohoto typu meˇrˇen´ı v laboratorn´ıch podmı´nka´ch, kdy
zejme´na pro n´ızke´ opticke´ vy´kony (1 mW) bylo dosazˇeno linea´rn´ı korelace obou signa´l˚u.
Na druhou stranu je potrˇeba zva´zˇit pod´ıl prˇ´ıspeˇvku ROS na pokles intenzity fluorescence
PpIX a odpov´ıdaj´ıc´ı na´r˚ust intenzity fluorescence znacˇky. [47, 48] Jak bylo dolozˇeno ve
studii [37] je mozˇne´ propojen´ım signa´ln´ı odezvy fotosenzitivn´ı znacˇky s odezvou buneˇcˇne´ho
syste´mu urcˇit minima´ln´ı sveˇtelnou da´vku potrˇebnou k usmrcen´ı dane´ho populacˇn´ıho roz-
sahu. Jak autorˇi doplnˇuj´ı, je pro vyuzˇit´ı tohoto prˇ´ıstupu v praxi potrˇeba zajistit shodnou
lokalizaci obou sloucˇenin (fotosenzitivn´ı la´tky a fluorescencˇn´ı sondy) v bunˇce a oveˇrˇit
pod´ıl reaktivn´ıch kysl´ıkovy´ch forem na aktivaci fluorescencˇn´ı sondy a na´sledne´ buneˇcˇne´
smrti.
Vzhledem k tomu, zˇe jsou fotochemicke´ vlastnosti protoporphyrinu IX za´visle´ na pH
prostrˇed´ı, jehozˇ hodnota nebyla prˇi experimentech na agaro´zovy´ch modelech stanovena,
lze na podobne´ chemicke´ vlastnosti na´dorove´ tka´neˇ a agaro´zove´ho modelu usuzovat z
fluorescencˇn´ıho spektra PpIX. Pozice emisn´ıho maxima PpIX na 635 nm zacˇleneˇne´ho
do agaro´zove´ho modelu odpov´ıda´ hodnoteˇ z´ıskane´ z mozkove´ na´dorove´ tka´neˇ. [71] Pro
budouc´ı meˇrˇen´ı by vsˇak bylo vhodne´ prove´st stanoven´ı pH agaro´zove´ho za´kladu, naprˇ´ıklad
pomoc´ı fluorescencˇn´ıch pH senzor˚u.
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Za´veˇr
Jedn´ım z hlavn´ıch c´ıl˚u pra´ce bylo navrhnout model lokalizovane´ na´dorove´ tka´neˇ, na neˇmzˇ
by bylo mozˇne´ sledovat produkci reaktivn´ıch kysl´ıkovy´ch forem (ROS) beˇhem osvitu.
Pro tento u´cˇel byly vytvorˇeny fluorescencˇn´ı modely sesta´vaj´ıc´ı z agaro´zove´ho za´kladu s
obsahem rozptylove´ a absorbuj´ıc´ı slozˇky. Do vytvorˇeny´ch model˚u byla zacˇleneˇna fluo-
rescencˇn´ı znacˇka dihydroethidium (DHE) spolu s fotosenzitivn´ı la´tkou (PpIX). Pomoc´ı
metod fluorescencˇn´ı spektroskopie byla provedena charakterizace obsahovy´ch slozˇek nej-
prve vodne´ho, a na´sledneˇ modelove´ho syste´mu. Na za´kladeˇ provedeny´ch charakteris-
tik bylo potvrzeno rozd´ılne´ chova´n´ı PpIX v jednotlivy´ch prostrˇed´ıch v ra´mci jeho flu-
orescencˇn´ıch vlastnost´ı. Detekce reaktivn´ıch kysl´ıkovy´ch forem byla provedena s vyuzˇit´ım
fluorescencˇn´ı sondy dihydroethidia, reaguj´ıc´ıho s ROS za vzniku specificke´ho fluorescen-
cˇn´ıho fotoproduktu. Ve spojitosti se vznikem fotoproduktu byla soucˇasneˇ meˇrˇena degra-
dace fotosenzitivn´ı la´tky v ozarˇovane´m prostrˇed´ı. Trend na´r˚ustu fluorescencˇn´ı odezvy
generovane´ho fotoproduktu v na´vaznosti na produkci reaktivn´ıch kysl´ıkovy´ch forem, byl
zaznamena´n v obou ozarˇovany´ch syste´me´ch obsahuj´ıc´ıch PpIX a DHE.
Navrzˇeny´ model lze v budoucnu vyuzˇ´ıt pro studium vlivu r˚uzny´ch osvitovy´ch sche´mat
v na´vaznosti na zvoleny´ typ fotosenzitivn´ı la´tky, prˇ´ıpadneˇ fluorescencˇn´ı znacˇky. Pomoc´ı
z´ıskany´ch charakteristik je na´sledneˇ mozˇne´ stanovit optima´ln´ı osvitove´ a detekcˇn´ı pod-
mı´nky pro vy´voj technik selektivn´ıho ozarˇova´n´ı tka´neˇ. Vyuzˇit´ı dozimetricke´ho prˇ´ıstupu
zapojuj´ıc´ıho fluorescencˇn´ı signalizacˇn´ı sloucˇeniny ve fotodynamicke´ terapii, ktere´ by po-
skytovaly meˇrˇitelnou odezvu na osvit tka´neˇ, je perspektivn´ı alternativou k jizˇ existuj´ıc´ım
dozimetricky´m postup˚um. Data z´ıskana´ z modelove´ho syste´mu lze prˇene´st na buneˇcˇne´
nebo tka´nˇove´ vzorky, u nichzˇ by odezva na aplikovanou da´vku, kvantifikovana´ v podobeˇ
pocˇtu usmrceny´ch buneˇk, odpov´ıdala mnozˇstv´ı vyprodukovany´ch kysl´ıkovy´ch forem.
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Obra´zek A.1: Elektronicke´ sche´ma obvodu jedne´ veˇtve LED diod.
68
Obra´zek A.2: Uzˇivatelske´ rozhran´ı pro rˇ´ızen´ı opticke´ho vy´konu cˇtyrˇ pa´r˚u LED diod, spolu
s tabulkou pro za´znam teplotn´ıch trend˚u sn´ımany´ch pomoc´ı dvou teplotn´ıch cˇidel.
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